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RESUMEN

El presente estudio estd encaminado a generar alternativas de aplicabilidad de aceites esenciales
naturales como aromatizantes en el disefio y desarrollo para la formulacién de un detergente
liquido. Para esta investigacion se efectud diversas combinaciones de aceites esenciales de las
cuales resulté la combinacion mas idonea la del aceite extraido del fruto de Bursera graveolens
(Palo santo) al 4% y de las hojas de Cymbopogon citratus (Hierba luisa) al 6%. Se realizaron
estudios de preformulacion como valorizacién de los aceites mediante CG-MS. La actividad
biolégica de los aceites fue evaluada por el método de microdilucion en caldo expresada como la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Se optimizé la formulacion del detergente utilizando una
mezcla entre el aceite de palo santo/hierba luisa al 10%, y para responder los requerimientos
como baja consistencia espumosa, pH acido y aroma agradable se emplearon el acido
dodecilbenceno sulfénico (5.5%) y acido citrico (0,05%), otorgando asi una aceptabilidad del
100%.

PALABRAS CLAVES: Palo santo, Bursera graveolens, Hierba luisa, Cymbopogon citratus, CMI,
detergente liquido, CG-MS.



ABSTRACT

The aim of the present study was development applicability alternatives by essentials oils, which
will be used as a flavoring in the formulation of a liquid detergent. In this research were selected
several combinations of essentials oils and the most accepted combination was between Bursera
graveolens (Palo santo) 4% and Cymbopogon citratus (lemongrass) 6% oils. The chemical
composition of the essential oil was determined by GC-MS. The biological activity was evaluated
by the broth microdilution method and was expressed as minimum inhibitory concentrations (MIC).
The detergent formulation was optimized using a mix between palo santo/hierba luisa essentials
oils (10%) and by responding to requirements such as low foam, acid pH and pleasant smell was
employ dodecilbenceno sulphonyl acid (5.5%) and citric acid (0.05%) obtaining thus 100% of

acceptability.

KEYWORDS: Palo Santo, Bursera graveolens, Hierba Luisa, Cymbopogon citratus, liquid
detergent, MIC, GC/MS.



INTRODUCCION

Actualmente en la industria farmacéutica se desarrolla la calidad de los productos de tal manera
que cumplan con las caracteristicas esperadas para satisfacer las necesidades al consumidor
proporcionando seguridad y eficacia. Es por eso que el presente trabajo de fin de titulacion (TFT)
esta orientado al disefio y desarrollo de un producto innovador y a la vez contribuir con la
sanitizacién de espacios publicos, domésticos mediante la elaboracion de una férmula para un
detergente liquido cuyo concepto lo define como una mezcla acuosa que posea en su
composicion un efecto de limpieza sobre las superficies a las cuales se aplique, con el uso de
aceites esenciales, los mismos que seran incorporados proporcionando un aroma agradable y
delicado.

En la presente investigacion, se desarrolla en 3 capitulos, en el primer capitulo se expone el
marco tedrico que trata sobre el estado del arte, en el segundo capitulo se da a conocer los
materiales y métodos empleados para conseguir la optimizacion de la formulacion del detergente
y en el capitulo tres se expone y analiza los resultados obtenidos durante la formulacién del
detergente. Finalmente, se exponen las conclusiones del estudio y las recomendaciones que han
surgido del desarrollo de este proyecto.

Una de las actividades de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL) es la ejecucién de
proyectos que estén vinculados a la sociedad, con el fin de contribuir con conocimiento y
desarrollo de la misma. Es asi, como se intenta aportar con la implementacién de un disefio de
formulacion encaminado a elaborar un detergente liquido formulado con el uso de aceites
esenciales naturales como aromatizantes. El objetivo general de esta investigacion fue la
utilizacién de aceites esenciales en el disefio y formulacién de un detergente liquido y los objetivos

especificos son:

* Determinar la mejor fragancia utilizando dos aceites esenciales.
e Optimizar una formulacion para el desarrollo del detergente liquido que en su formulacion

contenga aceites esenciales.

Por tales razones, el presente trabajo investigativo tuvo como base el aprovechamiento de aceites
esenciales que serviran para disefiar una formulacion de un detergente liquido, con el fin de

establecer un precedente con miras a desarrollar un producto seguro y eficaz.



HIPOTESIS

Considerando que en la calidad de los productos de limpieza, se evallan tres aspectos

importantes fundamentales y de forma simultanea en el detergente: la consistencia, pH acido y

aroma, se plantea las hipétesis que se detallan a continuacion:

Ho:
H1:

Ho:
H1:

Ho:
H1:

Ho:

El acido dodecilbenceno sulfénico no influye en la variacion de la calidad del detergente.

El 4cido dodecilbenceno sulfonico influye en la variacion de la calidad del detergente.

EL pH no influye en la variacion de la calidad del detergente.
El pH influye en la variacién de la calidad del detergente.

El aceite esencial no influye en la calidad del detergente.
El aceite esencial influye en la calidad del detergente.

La interaccion entre el acido dodecilbenceno sulfénico, acido citrico y el aceite esencial no

influyen en la calidad del detergente.

H1:

La interaccion entre el acido dodecilbenceno sulfénico, acido citrico y el aceite esencial

influyen en la calidad del detergente.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Antecedentes histéricos de los detergentes.

El primer agente limpiador fabricado por el hombre fue el jabén. La importancia del jabon para el
lavado y limpieza general no fue reconocida hasta el siglo Il de nuestra era, por el médico griego
Galeno, que recomendaba su uso no solo por la capacidad de limpieza del cuerpo y ropas, sino

también por sus efectos curativos (Dorado, 1996).

La industria del jabén y detergente ha tenido gran cambio en los dltimos afios, que obliga a
responder de mejor modo a las preferencias de los consumidores, las peticiones de la
sostenibilidad, la disponibilidad, el coste de las materias primas y energia (Dorado, 1996).

En 1907 se elabora el primer detergente formulado con sulfatos de alcoholes grasos siendo
introducido al mercado con otros compuestos semejantes de mayor volumen de produccidn por
lo que aparecieron los alquibencenos sulfonatos y mas especificamente el tetrapropilbenceno
sulfonato que satisfacia el 65% de la demanda de detergentes en el mercado mundial (Jakobi &
Lohr, 1987).

En 1917, descubrieron una clase de substancias equiparables a los jabones, capaces de
acumularse en las superficies conocidas como tensioactivos. Sin embargo, numerosas
investigaciones mostraron que la biodegradacion de los tensioactivos se hacia muy lenta y como
consecuencia los rios y lagos empezaban a exhibir espumas persistentes, por lo que la industria
de los detergentes desarrollo procesos de produccion de alquilatos lineales que conducen a los
llamados las biodegradables (Jakobi & Lohr, 1987).

Tras la segunda guerra mundial, también se introdujeron nuevos componentes al detergente que
ayudaron a aumentar la eficacia del lavado, como fueron las enzimas, los controladores de

espuma, los agentes antirredeposicion y los activadores de blanqueo.

La tecnologia de los detergentes creci6 paralela a la de las maquinas de lavar y de los tipos de
sustratos, cuyo desarrollo exigié una potenciacion de las propiedades de los detergentes. Los
sustratos varian ampliamente en composicion quimica y estructura superficial, pudiendo
pertenecer a la clase de las superficies duras (vidrios, cerdmicas, metales, etc.), tejidos y

materiales fibrosos (Bailon, 2003).

Hoy en dia los detergentes estan basados en la incorporacién de coadyuvantes que ademas
exige al detergente una serie de requisitos tales como: desarrollo de su funcién en corto tiempo,
accion a bajas temperaturas, baja toxicidad, biodegradabilidad, baja irritabilidad de la piel, buen

precio, etc. (Dominguez, 1986).



En la actualidad suscitan gran preocupacion los aspectos relativos a la seguridad, sanidad e
impacto medioambiental de las formulaciones detergentes siendo un requisito imprescindible que
los componentes sean facilmente degradados en condiciones naturales. En este sentido, se
considera que los tensioactivos son biodegradables si existe un nivel minimo de degradacion del

80% cuando se emplea el ensayo continuo (Wilhelm & Fisher, 1987).

1.1.1. Definicién.

Un detergente es un producto formado por una o varios tensioactivos y una serie de componentes
gque complementa la accién tales como aditivos de superficie activa, coadyuvantes y auxiliares,
desarrollados con el fin de reducir la tensién superficial ademas de producir una limpieza eficiente,
que ejerce un efecto de proteccién sobre las superficies a las cuales se aplica, proporcionando al

objeto lavado una serie de caracteristicas deseadas en cuanto al olor, color, etc. (Swaco, 2004).

1.1.2. Detergencia.

Se conoce bajo el término de detergencia al proceso de eliminacion de las sustancias indeseadas
adheridas a objetos 0 a la piel de los seres vivos. El efecto de limpieza que se logra mediante la
aplicacion de un detergente no se debe tan solo a la accion del tensioactivo, sino a la adecuada
combinacién de distintos efectos que actlan sinérgicamente sobre el sustrato sucio (Dominguez,
1986).

Tres son los elementos esenciales que intervienen en un proceso detersivo tipico (Wildebrett,
2000).

* El sustrato: material solido que se debe limpiar.
* La suciedad: materias extrafias a eliminar de la superficie del sustrato.

* El bafio de lavado: medio liquido que actla sobre el sustrato para eliminar la suciedad.

De acuerdo con Dominguez (1986), debido a las casi infinitas posibilidades de variacién que se
pueden plantear con los elementos sustrato-suciedad-bafio lavado, los mecanismos de
detergencia no son los Unicos, sin embargo también existen distintas grasas, tintas que
constituyen formas clasicas de suciedad. Con relaciéon al bafio del lavado, se diferencian dos
componentes fundamentales: el agua (ingrediente mayoritario) y los ingredientes de la
formulacion detergente. El agua ocupa un papel importante en el proceso detersivo, ya que actia

como disolvente para el detergente y para las sales contenida en la suciedad (Dominguez, 1986).



Por otro lado, la dureza del agua puede llevar a la formacién de sales insolubles con los
componentes del detergente, impidiendo que cumplan su funcion. Los tensioactivos facilitan la

eliminacion de la suciedad adherida al sustrato a través de distintos mecanismaos (Carroll, 1993).

La accion del bafio de lavado no solamente se limita a la eliminacion de la suciedad adherida a
la superficie del sustrato: sino que también estabiliza la suciedad suspendida en el bafio para que
no vuelva a depositarse sobre las superficies.

1.1.3. Clasificacion quimica de los detergentes.

La naturaleza del trabajo y la limpieza a efectuarse deben servir como guia para la eleccion del

agente limpiador que se debe utilizar.

1.1.3.1. Detergentes alcalinos.

Estos son los mas comunmente utilizados en la industria. La alta alcalinidad de estos detergentes
ayuda a abrir la fibra, permitiendo una mejor humectacién de la misma, ademas saponifica las
grasas y las hace facilmente solubles en el medio acuoso, permitiendo de esta manera la

remocién de manchas dificiles.

El uso de este tipo de detergente permite una limpieza rapida accion combinada con un
desinfectante, su accion puede ser mejorada mediante la adicidon de otros surfactantes como

agentes secuestrantes o inhibidores de corrosion como: silicatos.
1.1.3.2. Detergentes acidos.

Se considera una excelente practica sanitaria en la limpieza de tanques de almacenamiento,
clarificadores, tanques de pesaje y otros equipos y utensilios. El uso de limpiadores éacidos,
alternados con soluciones alcalinas logra la eliminacién de olores indeseables y disminucion de

la cuenta microbiana (Seoanez, 1996).

Los &cidos que se usan con mas frecuencia como limpiadores generales son: Acido glucénico,

acido sulfénico.

Un detergente debe estar cualificado para obtener una limpieza eficaz. La composicién quimica

influirad directamente en la eleccion del detergente (figura 1).
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1.1.4. Clasificacién ecoldgica de los detergentes.

1.1.4.1. Detergentes blandos.

Llamados detergentes biodegradables ya que se degradan mucho mas rapido, eso quiere decir
gue son bioldgicamente suaves. Estos detergentes fueron introducidos en reemplazo a los
detergentes duros, ya que tienen menor incidencia ambiental sobre las aguas, lo componen los
aquilbencenos de cadena lineal o recta; los materiales duros basados en el propileno tetramero
han sido ya reemplazados por los ABS (aquilbencenosulfonatos) suaves en la mayoria de los

mercados mundiales (Dominguez, 1986).
1.1.4.2. Detergentes duros.

Llamados detergentes no biodegradables ya que no son descompuestos facilmente por la accion
bacteriana, lo que quiere decir que tienen una lenta degradacion biolégica, debido al grupo alquilo
altamente ramificado, basado en el propileno tetramero. Esto quiere decir que una significativa
proporcién de ABS (alquibencenosulfonatos) sédico que va a los desaglies domésticos sobrevive
al tratamiento de aguas residuales y en los rios, un ejemplo de esos detergentes son los

aquilbencenosulfonatos de cadena ramificada.
1.1.4.3. Detergentes biodegradables.

Los detergentes biodegradables son los que se descomponen o desintegran a productos inocuos

mas o menos rapidamente por la accién de los microorganismos, generalmente aerobios y
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anaerobios. La biodegradabilidad de los detergentes depende de su estructura quimica, que

generalmente lo compone el tensioactivo (Dominguez, 1986).
1.1.5. Caracteristicas del detergente liquido.
Los detergentes liquidos presentan las siguientes caracteristicas:

* Mantener la integridad de las superficies.

* Toxicidad: un detergente debe ser el menos toxico posible para el personal sino también
mas ecoldgico posible.

* Tienen una parte afin a las grasas.

* Accion humectante.

* F&cil eliminacion.

e Capaces de eliminar manchas.

* Excelente propiedad de enjuague.

* Tienen olor 0 se agregan esencias que no los hagan desagradables.

Los detergentes tienen la ventaja, sobre los jabones, de formar sales de calcio y de magnesio
solubles en agua, por lo que no forman codgulos al usarlos con aguas duras. Ademas como el
acido correspondiente de los sulfatos acidos de alquilo es fuerte, sus sales (detergentes) son
neutras en agua. Los detergentes sintéticos contienen sustancias surfactantes que ayudan en la
penetracién, remojo, emulsificacién, dispersion, solubilizacion y formacion de espuma. La
mayoria de los detergentes sintéticos son contaminantes persistentes debido a que no son

descompuestos facilmente por la accion bacteriana (Seoanez, 1996).
1.1.6. Propiedades del detergente.

Segun Bailon (2003), la eficiencia de un tensioactivo posee propiedades que radican en el

comportamiento de las moléculas por lo que las mas importantes de un detergente son:

* Humectacion: capacidad de mojar mas, es decir una misma gota de agua es capaz de
abarcar una mayor cantidad de superficie de contacto.

* Penetracion: capacidad de penetrar o introducirse en las superficies porosas sucias o en
la suciedad.

* Emulsion: es la dispersion o suspensién de finas particulas de uno o mas liquidos en
otro liquido.

* Suspensioén: consiste en dejar la suciedad o particulas de suciedad en solucién evitando

gue estas se vuelvan a depositar.
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1.1.7. Espumaciones.

El agua pura no forma espuma estable cuando es sometida a agitacion, el aire que se introduce
en ella se escapa rapidamente, sin embargo, si alguna contiene ciertos tensoactivos disueltos o
dispersos, el aire introducido en ella no saldré tan facil por lo que dara lugar a la formacién de
espuma, definido como un sistema heterogéneo formado por un gas disperso en el liquido.
Existen agentes que promueven la formacion de espuma y otros que controlan o inhiben
totalmente la espuma que pueden ser solubles o insolubles en el liquido. Sus principales
caracteristicas son baja volatilidad, alto punto de ebullicibn, poder de difusién, facilidad de

dispersion y atraccion superficial (Salager, 2004).
1.1.8. Composicién del detergente.

La materia activa de un detergente esta constituida por tensioactivos o surfactantes y una serie

de componentes, cada uno de los cuales realiza una funcion especifica.
A continuacioén se describe algunos de los excipientes utilizados para la formulacién:

* Tensoactivos: Al fin de garantizar un reparto homogéneo, debido a que se trabaja con
un componente notablemente hidr6fobo como lo es el aceite se debe recurrir a una solubilizacion
micelar. Los tensioactivos segin el poder de disociacién del mismo, en presencia de un electrolito
y de sus propiedades fisicoquimicas pueden ser: iGnicos 0 no idnicos: y dentro de los iGnicos
segun la carga que posea la parte que presenta la actividad de superficie son: anionicos,
cationicos y anféteros.

Los tensoactivos aniénicos son si lugar a duda, los agentes de superficie mas utilizados en
composiciones detergentes. Entre los anibnicos, se destaca el acido dodecilbenceno sulfénico
usado como principio activo pues este &cido se neutraliza con NaOH y se forma
dodecilbencenosulfonato de sodio, que posee una zona hidrofilica, y otra hidrofébica comprende
mas del 40% de todos los tensioactivos utilizados (Scott & Jones, 2000).

Sin embargo, se us6 con el lauril éter sulfato de sodio para obtener mejor consistencia.

» Surfactantes: Aparte de su actividad limpiadora, pueden agregarse a las formulas de los
detergentes para aumentar los efectos humectantes o espumantes.

Los tipos de surfactantes mas usados en las preparaciones de detergentes es: la Dietanolamida
de acidos grasos de coco, esteres acidos de cadena larga derivados del polietilenglicol.

* Sales, &4cidos y bases inorgénicas: Estos compuestos se llaman coadyuvantes si
contribuyen significativamente a la obtencion de la detergencia de la mezcla. Los componentes

inorganicos mas importantes de los detergentes pueden agruparse en seis categorias: alcalis,
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fosfatos, silicatos, sales neutras solubles, acidas y coadyuvantes inorganicas insolubles (Salager,
2004).

* Fosfatos: El pirofosfato tetrasédico es uno de los coadyuvantes y detergentes primarios
mas importantes para limpiar telas y objetos de superficie dura. Posee gran actividad de
secuestracion, suspension y limpieza.

Segun Scott and Jones (2000), los fosfatos de potasio particularmente el pirofosfato tetra
potésico, son considerablemente mas solubles que los fosfatos analogos del sodio. Se usan como
coadyuvantes en detergentes liquidos (Scott & Jones, 2000).

* Silicatos: Mucho antes de la era de los detergentes sintéticos, se usaban mucho los
silicatos sédicos como coadyuvantes en las formulas de jabones para lavanderias. Son de
mayor utilidad en las preparaciones basadas en detergentes distintos del jabon.

* Sales neutras solubles: Las sales neutras solubles sulfato de sodio y cloruro de sodio
se comportan como coadyuvantes que interviene en la hidrolisis de grasas, y aceites vegetales
y animales y ayuda a mantener una espuma estable aumentando la detergencia en los
detergentes basados en surfactantes no ibnicos o aniénicos que se usan para desengrasar la
lana (Sachdev & Krishnan, 1997).

« Acidos: Los acidos son utilizados para controlar el pH, se agregan en los detergentes con
el fin de disolver por accion quimica la suciedad, que de otra manera seria muy dificil de
desprender, usado en pequefias cantidades sin embargo los limpiadores acidos alterados con
soluciones alcalinas logra la eliminacion de la posibilidad de existencia microbiana (Sachdev &
Krishnan, 1997).

* Reforzados Orgéanicos: Aditivos que aumentan la detergencia, el poder espumante, el
poder emulsivo o el efecto dispersor de la composicion sobre particulas de suciedad (Salager,
2004).

* Aditivos: Como sustancia de blanqueo, sustancias que dan brillo, bactericidas, emoliente,
sustancias que modifican o mejoran la forma fisica o la estabilidad del detergente, se suelen usar
en bajas concentraciones (Scott & Jones, 2000).

* Conservantes: El metilparabeno y propilparabeno son aditivos solubles en agua usados
para mantener la estabilidad del producto y evitar su contaminacion bacteriana (Sachdev &
Krishnan, 1997)

* Colorante: Al final del producto es importante para proporcionar un aspecto atractivo. Los
colorantes se han usado desde los tiempos mas remotos, empleandose para ello diversas
materias procedentes de vegetales (curcuma indigo natural, etc.) y de animales (cochinilla,

moluscos, etc.) asi como distintos minerales (Restrepo et al., 2008).
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* Fijador de aceite: Sustancia que sirve para prolongar mas tiempo el aceite en particular.

* Aroma: El aroma a utilizar es la combinacién de aceite extraido del fruto de B. graveolens
y el aceite esencial de C. citratus (hierba luisa). Esta relacién tiene como precedente su
aceptacion en un emprendimiento previo, el cual se basé en estudio de aceptacion de mercado
(Jumbo, 2012).

1.2. Control de calidad.
1.2.1. Pruebas de control de calidad.

Las propiedades fisicoquimicas y sus caracteres organolépticos condicionaran la naturaleza del

vehiculo a emplear y la cantidad de los otros aditivos de la formula. Control en proceso:

* Caracteristicas organolépticas: color, olor.
* Densidad relativa o peso especifico.
* Determinacion de pH.

1.2.2. Pruebas microbioldgicas.

Dentro de las normativas de control de calidad se incluye un control microbiolégico ambiental y
de superficies que se hacen practicamente imprescindibles en actividades relacionadas con

productos destinados a sanidad (Ancalmo, 2001).

Segun la USP de acuerdo a la actividad de agua del producto conviene realizar pruebas
microbioldgicas tales como: Recuento Total de Microorganismos Aerobios (RTMA), Recuento
Total Combinado de Hongos Filamentosos y Levaduras (RTCHL) (USP, 2010).

1.3. Aceites esenciales.

Son sustancias odoriferas de naturaleza oleosa encontradas practicamente en todos los

vegetales distribuidas en las raices, tallos, hojas, flores y frutos (Briga, 1962).

La composicion quimica de cada especie posee diferentes compuestos presentes en la esencia,
pudiendo ser derivados bencénicos, fenoles, ésteres e hidrocarburos lineales o hasta por
componentes dificilmente relacionables con las esencias, como alcaloides y una gran variedad

de compuestos heterociclicos como derivados piridinicos, sulfuros, aminas, etc. (Bandoni, 2002).

La caracteristica de las esencias se debe a la presencia de terpenos, fundamentalmente mono y

sesquiterpenos, que pueden estar asociados o0 no a otros componentes (Moreno et al., 2009).
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De los millones de plantas existentes en el mundo se conocen aproximadamente 4000 distintos

aceites esenciales (Pozo & Naranjo, 2006).

1.3.1. Obtencién de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se extraen de las partes vegetales en funcién de la calidad del aceite, se
realiza mediante métodos oficiales como destilacion por arrastre de vapor, métodos mecanicos y
métodos no oficiales como extraccibn con disolventes organicos, extraccibn con grasas y
extraccion con gases licuados. Sin embargo se considera principalmente el método de destilacion
por arrastre con vapor de agua, debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y
porque no requiere tecnologia sofisticada, razon por la cual es empleada en la mayoria de

investigaciones e industrias (Martinez 2003).

1.3.2. Clasificacion.

La clasificacion de aceites esenciales se basa en diferentes criterios: de acuerdo a su
consistencia (esencias fluidas, balsamos y oleorresinas), de acuerdo a su origen (haturales,
artificiales y sintéticos) y desde el punto de vista quimico (esencias monoterpénicas,

sequiterpénicas y fenilpropanicos) (Carhuapoma, 2006).

> 1 Esencias fluidas
Consistencia
Balsamos i
Oleorresinas
— Resinas
ACEITES —— Gomorresinas
ESENCIALES ——» Origen Naturales
——  Artificiales
Sintéticos
I Naturaleza

quimica

Figura 2. Clasificacion de los aceites esenciales
Fuente: Silva, M. (2015)

1.3.3. Caracterizacion de los aceites esenciales.

La caracterizacion fisica de los aceites esenciales es muy importante para determinar el

rendimiento del aceite esencial de cada recoleccidon usando la relacion entre el volumen de aceite
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esencial obtenido y la masa de la muestra vegetal. También se determina el indice de refraccion,

densidad y propiedades sensoriales como olor, color y sabor (Bandoni, 2002).

Los aceites esenciales son volatiles y son liquidos a temperatura ambiente. Recién destilados
son incoloros o ligeramente amarillos. Su densidad es inferior a la del agua. Casi siempre dotados
de poder rotatorio, tienen un indice de refraccion elevado. Son solubles en alcoholes y en
disolventes organicos habituales, como éter o cloroformo, y alcohol de alta gradacién. Son
liposolubles y muy poco solubles en agua, pero son arrestables por el vapor de agua (Cerpa et
al., 2007).

La caracterizacion quimica de los aceites esenciales se lleva a cabo por la técnica cromatografica
de gases (CG). Dado que los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, contienen
las sustancias responsables del aroma de las plantas y son importantes en la industria cosmética,
de alimentos y farmacéutica. Generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100

componentes que pueden ser:

e Compuestos alifaticos de bajo peso molecular.
* Monoterpenos.
e Sexquiterpenos.

* Fenilpropanos.

1.3.4. Propiedades de los aceites esenciales.

Las propiedades que presentan los aceites esenciales son beneficiosas para el ser humano y por
lo tanto son cotizados en el mundo cuando son de origen natural. Dependiendo de la procedencia
del aceite, de la forma de extraccion y de sus componentes seran las propiedades del mismo, sin
embargo todos los aceites esenciales presentan ciertas propiedades a diferentes niveles, los

cuales daran el uso que tendra el mismo (Berger, 2007).

La gran mayoria de aceites esenciales tienen accion antiséptica, que se manifiesta frente a un
gran numero de bacterias patdgenas. Algunos aceites son también activos frente a hongos
inferiores responsables de micosis e incluso frente a levaduras. Los compuestos como el citral,
geraniol, linalol o timol muestran un poder antiséptico muy superior al del fenol (Arteche &
Vanaclocha, 1998).
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1.3.5. Aplicaciones y uso de aceites esenciales.

En la actualidad los aceites esenciales tienen una enorme cantidad de usos, se estima que
existen alrededor de 3000 aceites esenciales conocidos a nivel mundial, de los cuales

aproximadamente el 10% tiene importancia comercial. (Cuaspud, 2004).
Los aceites esenciales son utilizados en la elaboracién de varios productos industriales:

v"Industria de alimentos: se usan para dar sabor y aroma en caramelos, gomitas, bombones,
jugos, mermeladas, etc.

v'Industria farmacéutica: Pasta de dientes, preparaciones dentales, medicinas patentadas,
preparaciones medicadas para el cabello, aplicaciones para el cuerpo, productos
hierbales, etc.

v' Textiles: Materiales de tapiceria, tintes y preparaciones de pigmentos.

v' Debido a sus caracteristicas antisépticas se los utiliza productos de limpieza como
fragancias para jabones, detergentes, desinfectantes, productos de uso hospitalario
etc.(Buchbauer, 2000).

1.3.6. Detergente liquido y aceites esenciales.

Un detergente liquido formulado con aceites esenciales naturales proporciona un aroma mucho
mas agradable y delicado que cualquiera de los aromas sintéticos que despiden de los productos

de limpieza cotidiano (Ortufio, 2006).

Los aceites esenciales ionizan y armonizan nuestro aire y medio ambiente, generando una
atmosfera fresca. El aprovechamiento de aceites esenciales relne las propiedades mas
adecuadas para conseguir el efecto deseado y se los utiliza solos 0 mezclados que hace que
desprenda un aroma exquisito debido a sus caracteristicas antisépticas de muchos aceites o

esencias por lo que son utilizados en la elaboracién de varios productos farmacéuticos.

El aceite esencial posee olor caracteristico bastante fuerte, es volatil y cominmente es menos

denso que el agua (Berger, 2007).

1.4. Especies aromaticas.

Las plantas aromaticas son las que concentran una mayor cantidad de esencias y por tanto

constituyen la materia prima.
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1.4.1. Especie B. graveolens (Palo santo).

Figura 3. Arbol de Palo Santo
Fuente: Cortesia de Ph.D Vladimir Morocho.
Departamento de Quimica de la U.T.P.L

1.4.1.1. Clasificacién taxondmica.

Tabla 1. Descripcion taxonémica de la especie B. graveolens

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Burseraceae

Genero: Bursera

Especie: Graveolens

Nombre Bursera graveolens (Kunth) Triana & Planch
cientifico:

Nombre comun : | Palo Santo

Fuente: (Manzano, 2009)

1.4.1.2. Descripcion botéanica.

B. graveolens Triana & Planch, especie comunmente llamada “palo santo”. Son arboles de 12
hasta 15 m de alto, aromaticos, con tronco desde 25 cm hasta 80 cm de diametro, corteza gris,
lisa y ramas rojizas (Manzano et al., 2009).
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Esta especie presenta caracteristicas de ser caducifolia, es decir, pierde sus hojas en periodos

desfavorables de su desarrollo.

La corteza y las ramas exudan una resina amarilla con olor alcanforado o incienso, posee hojas
alternas con borde crenado y flores en paniculas. El fruto es una drupa subglobulosa de hasta
1.2 cm de largo por 0.6 cm de ancho puntiagudo, de color rojo el pericardio, se abre en dos partes

(bivaldo), estriado y color verde claro por dentro. (Rzedowski & Calderon 1996).
1.4.1.3. Sinénimos.

Elaphrium graveolens Kunth, Spodias edmonstonei Hook. F, Amyris caranifera Willd ex Engl,
Bursera malacophylla B.L. Rob, Bursera penicillata (DC.) Engl, Elaphrium graveolens Kunth,

Elaphrium pubescens Schitdl.
1.4.1.4. Habitat.

La especie B. graveolens se encuentra en bosques de clima tropical seco, distribuido desde
México a Peru. En Ecuador se encuentra en altitudes de hasta 1500 msnm, en lugares como el
archipiélago de Galapagos, Guayas, Imbabura, Manabi y en la provincia de Loja (Salas &
Zaragocin, 2006).

1.4.1.5. Parte utilizada.

El aceite esencial de B. graveolens se extrae generalmente de las hojas, tallos y frutos.
Tradicionalmente se ha utilizado el tronco para la obtencion de aceite esencial, sin embargo el
Departamento de Quimica de la U.T.P.L ha tenido la iniciativa de utilizar el fruto como materia
prima para extraer el aceite esencial obteniendo resultados favorables (Valarezo et al., 2008).

1.4.1.6. Usos.

B. graveolens, ha sido utilizado desde épocas remotas como remedio para curar dolores
estomacales, sudorificos y como linimento para reumatismos y dolores en todo el cuerpo. La
madera seca se utiliza para sahumarla y para espantar mosquitos para hacer objetos a mano,
para producir los palillos ardientes, al quemar el lefio seco se obtiene una fragancia citrica, fresca,
muy similar a la aroma de las flores de la naranja, el limén, etc. Se encontraron trabajos que
describen las propiedades, fundamentalmente de los triterpenos, Lupeol y epi-lupeol y aceites
esenciales presentes en los extractos metabdlicos de la planta. Estos incluyen la accion
antiinflamatoria, antirreumatica, antibacteriana y antineoplasica. B. graveolens es usada en

perfumeria y en medicamentos (Manzano et al., 2009).

18



1.4.2. Especie C. citratus (Hierba luisa).

" o . v

Figura 4. Planta de Hierba luisa
Fuente: Silva, M. (2015)

1.4.2.1. Clasificacién taxonémica.

Tabla 2. Descripcion taxondémica de la especie C. citratus

Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Genero: Cymbopogon

Especie: Citratus

Nombre Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
cientifico:

Nombre comun : | Hierba Luisa

Fuente: (Soto, 2002)

1.4.2.2. Descripcion botéanica.

Es una hierba terrestre perenne de tamafio mediano es de 1.50m hasta 2m, aromatica con ligero
olor a limén, sus hojas son largas como listones, su borde es cortante, su inflorescencia es en

forma de panicula y raramente florece (Jimenez & Fonnegra, 2007).
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1.4.2.3. Sinénimos.
Andropogon citratus DC (Soto, 2002).
1.4.2.4. Habitat.

Nativa de la India y Sur de Asia, crece en climas tropicales, himedos y soleados hasta los 1500

msnm, actualmente se cultiva en Asia, Centro y Sudamérica.

En Ecuador es cultivada en las provincias de Azuay, Bolivar, Galapagos, Guayas, Los Rios,
Morona Santiago, Napo, Pichincha y Loja, encontrdndose en ésta Ultima en Catamayo, Alamor,

Amaluza, Malacatos, Vilcabamba y Loja (White, 1981).
1.4.2.5. Parte utilizada.

El aceite esencial de hierba luisa esta presente en las hojas en una proporcion de 0.25% a 0.35%
(Romero, 2004).

1.4.2.6. Usos.

El aceite de hierba luisa es rico en compuestos aromaticos con propiedades bactericidas la
principal accion del aceite es sobre el aparato digestivo, popularmente usada en infusién para
casos de gripe, fiebre, tos, espasmos digestivos, diarrea, cuadros respiratorios, nervios, insomnio
e hipertensiéon arterial. También se utiliza en la preparacion de alimentos, en perfumeria, en
desinfectantes y como bebidas tonificantes. Sin embargo el principal constituyente del aceite es
el citral, el cual es un importante material para la confiteria, licores y se emplea como materia
prima en la sintesis de sustancias aromaticas con fuertes olor a violetas y en la sintesis de la
vitamina A (Cuaspud, 2004).

1.5. Formulaciones en base al aceite de B. graveolens y C. citratus.

La implementacion de aceites esenciales cada vez es mas amplia ya sea de forma individual o
mezclados en pequefias cantidades, debido a la presencia de principios activos conocidos en sus

esencias.

El desarrollo de productos en los que se han utilizados como aromatizantes ha sido en la
elaboracion de incienso en base al aceite esencial del fruto de B. graveolens y en la determinacién

de una formulacion para la fabricacién de velas con accion repelente (Jumbo, 2012).
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Seleccion de los aceites esenciales.

Para la seleccién del aroma de la férmula detergente se tomé como base un estudio previo sobre

la produccion de velas antimosquitos a partir de aceite esencial de palo santo (Jumbo, 2012).

Como se puede observar en la tabla 3, se indica las formulaciones de la mezcla de aceites

seleccionada para esta investigacion.

Tabla 3. Concentraciones de la mezcla de aceite hierba luisa-palo santo

VOLUMEN (mL)
MEAGLAS Hierba Luisa Palo santo VALORIZACION
1 15 1.5 A
2 15 1 B
3 15 0.5 A
4 1 15 B
5 0.5 2 C
6 1 1 B

Fuente: Silva, M. (2015)
A: Muy agradable, B: Poco agradable y C: Desagradable

2.1.1. Recoleccion de la materia vegetal.

La recoleccion del aceite de la especie B. graveolens (palo santo) correspondioé a los frutos que
se encuentran al suroeste de la provincia de Loja, cantén Zapotillo el mismo que fue
proporcionado por el Departamento de Quimica de la UTPL y la recoleccién de la especie de C.
citratus (hierba luisa) se realiz6 en un huerto medicinal localizado en el canton Malacatos

perteneciente a la provincia Loja.
2.1.2. Extraccién del aceite esencial de C. citratus.

El método empleado para la extraccion de los aceites fue la destilacion por arrastre de vapor de
agua. La obtencion del aceite de C .citratus se efectud en un destilador tipo Clevenger con
capacidad de carga de 1000 g de muestra, consta de un tanque de acero inoxidable (Figura 5),
en el cual se coloc6 la muestra vegetal fresca (hojas de hierba luisa). En la parte inferior del
cilindro se afiadieron 1.5 litros de agua destilada, la esencia fue arrastrada por la corriente de
vapor y posteriormente condensada, recolectada en un florentino y separada de la fraccion

acuosa. La destilacién por arrastre con vapor de agua toma alrededor de 2 horas. Una vez
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obtenido el aceite fue protegido de exposicion a la luz en frascos de vidrios herméticos oscuros

porgue tienden a degradarse.

Figura 5. Destilador para extraer el aceite esencial
Fuente: Silva, M. (2015)

2.2. Estudios de preformulacién.
2.2.1. Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales.

Las propiedades fisicas que se determinaron fueron densidad relativa segin la norma AFNOR
NFT75-111 (ver Anexo 1) y el indice de refracciéon que se determind segun la norma AFNOR NF
75-112 25 (ver Anexo 2).

2.2.1.1. Determinacién de la densidad relativa.

La densidad relativa de los aceites esenciales se determind mediante la norma AFNOR NF T75-

111 (ver Anexo 1). La figura 6 muestra el procedimiento.
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a) Picnédmetro vacio b) Picnémetro con agua c) PicnGdmetro con aceite
Figura 6. Determinacion de la densidad
Fuente: Silva, M. (2015)

2.2.1.2. Determinacion del indice de refraccién.

El indice de refraccién de los aceites esenciales se determiné segun la norma ANFOR NF 75-112
25 (ver Anexo 2), en el cual se utilizo el refractometro ABBE, marca BOECO GERMANY (Figura

7) disponible en el laboratorio de Ingeniera de Procesos.

Figura 7. Lectura del indice de refraccion
Fuente: Silva, M. (2015)

2.2.1.3. Solubilidad.

La determinacion de la solubilidad se realiz6 mediante el método semicuantitativo, que consiste
en la adicion de pequefias cantidades del aceite a un volumen conocido vy fijo del disolvente.
Después de cada adicion el sistema se agitd vigorosamente y se observo si quedan particulas
por disolver, el total del aceite afiadido hasta este momento sirve para hacer una estimacion de

solubilidad.
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De acuerdo a la USP — NF33, las solubilidades se indica mediante términos descriptivos en la
tabla 4:

Tabla 4. Solubilidad en términos descriptivos.

Término Descriptivo Partes disolvente Requeridas
para 1 parte de soluto
Muy Soluble Menos de 1
Facilmente Soluble Delal0
Soluble De 10 a 30
Moderadamente Soluble De 30 a 100
Poco Soluble De 100 a 1000
Muy Poco Soluble De 1000 a 10000
Practicamente Insoluble o Insoluble 10000 o mas

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional. USP-NF33. 2010

2.2.1.4 Determinacion de la composicion quimica de los aceites.

La identificacién de los compuestos de los aceites esenciales de B. graveolens y C. citratus se
realiz6 mediante Cromatografia de Gases acoplado a Espectrofotometria de Masas. (GC/MS). El
equipo utilizado para los perspectivos andlisis fue un cromatografo de gases Agilent serie 6890N,
acoplado a un espectrometro de masas Agilent serie 5973 Inert (Figura 8), dotado con un sistema
de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1, el equipo cuenta con un inyector automatico
split/splitless serie 7683.

Figura 8. Cromatdgrafo de Gases Agilent serie 6890N.
Fuente: Silva, M. (2015)

Las corridas se realizaron en la columna DB-5MS. Para esto, la preparacion de las mezclas se
realizo disolviendo 10uL del aceite esencial con 990uL de diclorometano. (Figura 9).
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Figura 9. Muestra del aceite diluido en diclorometano
Fuente: Silva, M. (2015)

La identificacibn de los compuestos quimicos del aceite esencial se ejecutdé mediante
comparacion computarizada de sus espectros de masas con los de la base de datos del equipo

utilizado y con ayuda de los indices de Kovats.

2.3. Determinacion de la actividad biologica del aceite esencial de Cymbopogon citratus y
Bursera graveolens.

La actividad biologica de los aceites fue evaluada frente a cepas bacterianas y fungicas mediante
el método de microdilucion en caldo. Este analisis se baso en la inhibicion del crecimiento de
microorganismos, mediante diluciones a diferentes concentraciones, reportandose finalmente la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Cymbopogon citratus y Bursera

graveolens (ver Anexo 3).
2.4. Estudios de formulacion.
2.4.1. Proceso general de fabricacion de soluciones liquidas.

A continuacién se muestra el proceso de manufactura general para soluciones liquidas.

BPM
PROTOCOLO DE ELABORACION
CONTROLES PROCESO

PRINCIPIC ACTIVO FORMAS
EXCIPIENTES — | PROCESO DE | =+ FARMACEUTICAS

MATERIAL DE ENVASE FABRICACION ———\ LIQUIDAS

INCICADORES:
CONTROL DE CALIDAD
EQUIFCS DE PRODUCTO
AREA TERMINADO

Figura 10. Proceso General de elaboracién de soluciones liquidas.
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional. USP-NF33. 2010; Vol. 1
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Una vez obtenido los aceites esenciales, se procedio a la elaboracion del detergente liquido en

el cual las materias primas involucradas se detallan en la tabla 5 respectivamente.

Tabla 5. Formulacién base del detergente liquido

EXCIPIENTES FUNCION
Acido dodecilbenceno sulfénico Detergente
Lauril éter sulfato de sodio Detergente
Dietanolamida de &cidos grasos de coco Aditivo
Cloruro de sodio (NaCl) Antiespumante
Urea Clarificante
Acido citrico Regulador de pH
Metilparabeno Preservante
Propilparabeno Preservante
Aceite de palo santo y hierba luisa Aromatizante
Galaxolide Fijador de aceite
Verde #C-O08 Colorante
Agua C.S.

Fuente: Silva, M. (2015)

2.4.2. Diagrama de elaboracion del detergente.

La Figura 11 describe los pasos para el proceso de elaboracion del detergente liquido.
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Acido Lauril eter Dietanolamid Acido

dodecilbenceno sulfato de a de acidos citrico 3. Disolver y agitar
sulfénico sodio arasos lentamente el
espesante y
1.Mezclar los 2. Disolver en agua NaOH
tensioactivos y destilada y agregar a la
disolver mezcla inicial
v — Urea
Agua
— 5 destilada
</
e —
Colorante

6. Agregar lentamente y
agitar e incorporar a la
mezcla inicial

: Metilparabeno y
Aceites palo Propilparabeno
santo/hierba

luisa

~N

4. Disolver en agua

5. Agregar los aceites en destilada y adicionar a
la mezcla inicial junto con la mezcla inicial
el fijador de aceite. J

Figura 11. Diagrama de elaboracion del detergente liquido.
Fuente: Silva, M. (2015)

Procedimiento:

1.

En 10mL de agua destilada mezclar el acido dodecilbenceno sulfénico, el lauril éter sulfato
de sodio con la Dietanolamida de acidos grasos de coco, agitando suavemente hasta
obtener una muestra homogénea.

Disolver el acido citrico en 10mL de agua destilada y colocar en la mezcla anterior.
Adicionar el cloruro de sodio (NaCl) lentamente disueltos en 5mL y también la urea en
5mL sin detener la agitacion.

Agregar los conservantes disueltos en 5mL de agua destilada y agitar hasta total
disolucién y agregar a la mezcla inicial.

Luego se agrega los aceites de palo santo (1mL) y hierba luisa (1.5mL), junto con 2mL del
fijador de aceite, hasta total disolucién. Por ultimo se agrega lo restante de agua hasta
llegar a 50mL y se coloca el colorante al detergente ya terminado. La cantidad de colorante

dependera del color deseado
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2.5. Desarrollo de la optimizacién de la formulacion.

Previo a la optimizacion de la férmula de detergente las variables de respuesta evaluadas de
manera simultanea fueron la consistencia liqguida espumosa, variacion de pH y aroma del
detergente. Los cuales se cree dependeran de la composicion en acido dodecilbenceno sulfénico,

acido citrico y aceite esencial, respectivamente.

Para cada experimento se prepararon formulaciones en base a 50 mL disueltas en agua destilada
dejandolas reposar 24h con el fin de comprobar caracteristicas de aspecto y aroma (ver Anexo
4); por lo tanto se realizaron pruebas de lavado aplicada sobre el piso que mostrara un facil
enjuague. También se evalué el pH, con el fin de controlar que se mantenga acido, utilizando un
potencidémetro, marca OAKTON modelo PH-700. Y, en cuanto al aroma se realiz6 la mezcla de
los aceites palo santo-hierba luisa, los cuales proporcionaran un olor fresco, natural y agradable.
La tabla 6 muestra los criterios de aceptabilidad planteados para evaluar las distintas

formulaciones del detergente.

El disefio experimental utilizado fue un disefio factorial 23, que consiste en estimar valores en
concentraciones bajas y altas de las tres variables a evaluar (consistencia espumosa, pH y
aroma) que influyen en la calidad del detergente. Se efectuaron ocho experimentos de forma
aleatoria con una réplica, dando en total 16 experimentos (Riba, 2002). Los resultados se
analizaron mediante analisis de varianza ANOVA utilizando el software MINITAB15 que permitié

contrastar las hipétesis planteadas (Diaz, 2009).

Tabla 6. Criterios de aceptabilidad del detergente.

CRITERIOS DE ACEPTABILIDAD DEL DETERGENTE

Aceptacion (A) Baja espuma
Consistencia Rechazo (R) Alta espuma
liquida

Aceptacion (A) pH (5.0-7.0)

Variacid H
ariacion de p Rechazo (R) pH (menor de 5.0)

Olor Aceptacion (A) | Dulce: Genera més olor el Hierba luisa que Palo Santo
Rechazo (R) | Agridulce: Genera mas olor el Palo Santo que Hierba luisa

Fuente: Silva, M. (2015)
Criterios de evaluacion del detergente

Aceptacion: (A) 100% Si cumple
Rechazo: (R) 0% No cumple
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2.6. Ensayos organolépticos y fisico-quimicos de la férmula detergente.

Una vez seleccionada la férmula detergente se realizaron los ensayos organolépticos, fisico-

guimico, los mismos que se describen en la tabla 7.

Tabla 7. Ensayos evaluados de la formula detergente

Ensayos Parametros
Organolépticos Aspecto, olor, color
Fisico- quimicos pH, densidad

Fuente: Silva, M. (2015)

2.7. Estudio de la actividad antimicrobiana de la férmula detergente.

Se evalué la eficacia antimicrobiana de la formula detergente por medio de cultivos expuestos en
medios nutritivos para la determinacion de la actividad bactericida de la férmula detergente en
estudio.

Como las condiciones ambientales influyen en la sedimentacion de los microorganismos fue
necesario que, cuando se realizan los medios de cultivo, se expongan las placas en el mismo

lugar y bajo las mismas condiciones de asepsia para poder comparar los resultados obtenidos.

Para la ejecucion de la metodologia, se tomé la muestra con hisopos con medios de transporte
(stuart agar gel) con el cual se efectud el hisopado del piso sucio y luego del piso limpio aplicando
la formula detergente dejando 10-15 minutos en exposicion que se realizd en el laboratorio de
Ingeniera de Procesos realizando el frotis de manera uniforme en direcciones diferentes de arriba
hacia abajo y luego de un lado al otro para luego colocarlo en medios liquidos y sembrarlo en
placas con agar (Figura 12).

a) Piso sucio; b) Piso limpio
Figura 12. Hisopado de la muestra
Fuente: Silva, M. (2015)
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Se utilizaron cajas Petri para la investigacion de microorganismos existentes en el piso esto se
preparé en agar SANGRE, y agar MACCONKEY, se sembr6 la muestra en el medio selectivo y
se incubo por 48h a 37°C. Luego se realizaron las respectivas pruebas con el fin de determinar
la presencia de las bacterias existentes en la zona de estudio.

31



CAPITULO 1Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Concentracion de los aceites esenciales para el detergente.

Utilizando los valores de la tabla 3, se realizé una evaluacion sensorial del aroma con un panel
de 10 personas pertenecientes al Departamento de Ingenieria de Procesos, obteniendo como

mejor resultado la segunda combinacion para aromatizar la férmula del detergente.
La proporcion a utilizar fue hierba luisa (1.5mL) y de palo santo (1mL).

3.2. Evaluacion de las propiedades organolépticas y fisico-quimicas de los aceites
esenciales.

La tabla 8 muestra los resultados organolépticos y fisico-quimicos obtenidos al realizar el analisis
del aceite esencial de B. graveolens y C. citratus donde se pudo evidenciar claramente que el
color, olor, apariencia, densidad e indice de refraccion estan dentro de las especificaciones
establecidas por el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica Particular de Loja
(U.T.P.L).

Tabla 8. Parametros organolépticos y fisico-quimicos del aceite esencial de palo santo y hierba luisa

Aceites Apariencia Color Olor Densidad indice de
esenciales Subjetivo (g/cm?3) refraccion
Liquido Incoloro  a | Citrico,
B. graveolens ViSC0SsO0 amarillo especiado vy 0.8544 1.4768
translucido amaderado
Liquido Amarillo Dulce
C. citratus viscoso pélido especiado 0.8773 1.4782

Fuente: Silva, M. (2015)

Segun los datos obtenidos de los estudios de preformulacion los aceites esenciales poseen
caracteristicas organolépticas dependiendo del tipo de planta del cual se extrae. (Pozo & Naranjo,
2006).

En lo que respecta la densidad del aceite esencial de B. graveolens (palo santo) y C. citratus
(hierba luisa) a 20°C muestran un valor menor que la densidad del agua (1.00 g/cm?), como es
de esperarse la mayoria de los aceites esenciales de plantas y especies, estan compuestas
fundamentalmente por terpenos y derivados, compuestos organicos con atomos ligeros (C, H, O)

formando cadenas y anillos (Pino et al., 1996).

En cuanto al indice de refraccion de las muestras de aceite de palo santo fue de 1.4768 y la de
hierba luisa de 1.4782. Esta variacion minima entre los dos aceites depende de la temperatura
en la cual se la midié ya que cuando la temperatura es menor el indice de refraccion es mayor y

cuando la temperatura es mas elevada el valor del indice de refraccion va disminuyendo. Por
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tanto el indice de refraccién es una propiedad utilizada para controlar la pureza y calidad de los

aceites tanto a nivel laboratorio como industria (Cano et al., 2008).

De acuerdo con la investigacion realizada por Salas y Zaragocin (2006) estos valores concuerdan
con los rangos de referencia establecidos para el aceite de palo santo y hierba luisa, mostrando
gue poseen una O6ptima calidad, cumpiendo con las especificaciones establecidas por el

Departamento de Quimica (Salas y Zaragocin, 2006).
3.3. Composicion quimica de los aceites esenciales de B. graveolens y C. citratus.

La composicion quimica de los aceites de B. graveolens y C. citratus se determiné mediante
CG/MS. En la tabla 9 se observa los componentes de los aceites esenciales que se identificaron
mediante los indices de Kovats detectados mediante la técnica de CG-MS acorde a los

parametros operacionales descritos en la metodologia.

Tabla 9. Composicién quimica del aceite esencial extraido del fruto de (B. graveolens) y aceite esencial

extraidos de las hojas de (C. citratus) por CG-MS.

ANALISIS CG/MS- ACEITE ESENCIAL ANALISIS CG/MS- ACEITE ESENCIAL
EXTRAIDO DEL FRUTO DE B. graveolens * | EXTRAIDO DE LAS HOJAS DE C. citratus

Limonene 48.48% Geranial 41.22%
a phellandrene 36.59% Neral 32.09%
a-thujene 5.97% Myrcene 18.01%
Germacrene D 1.22% Geraniol 2.40%
a-pinene 0.96% 6-methyl-5-hepten-2-one 0.98%
p-cymene 0.88% Linalool 0.97%
Sabinene 0.35% cis-ocimene 0.82%
a-thujene 0.28% Undecanone 0.58%

Fuente: * (Valarezo et al., 2008)

Cabe recalcar que los compuestos quimicos identificados de los aceites extraidos estan
organizados de mayor a menor porcentaje de acuerdo al compuesto identificado del palo santo
como de la hierba luisa. Refiriéendose primeramente a los componentes mayoritarios del aceite B.
graveolens (palo santo) extraidos del fruto estdn marcados por el Limonene y a-phellandrene
48.48% y 36.59% respectivamente. El Limonene es uno de los terpenos mas comunes en la
naturaleza y es uno de los componentes mas importantes de los aceites citricos. Se considera
de baja toxicidad y ciertos estudios demuestran que no presenta ningun tipo de riesgo

mutagénico, carcinogénico o nefrotdxicos en los seres humano. Es un excelente disolvente de
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colesterol y se lo ha utilizado clinicamente para disolver céalculos biliares que contiene colesterol
(Sun, 2007).

El a-phellandrene, es un fitoquimico de tipo terpenoide, abundante en los aceites esenciales y
tiene propiedades potentes de ser insecticida y fungicida. Se considera que tiene muy baja
toxicidad. Asi mismo, el rendimiento promedio reportado del aceite esencial extraido de fruto de
B. graveolens es de 2.5% (UTPL, 2012).

Por el contrario los componentes mayoritarios para el aceite esencial extraido de las hojas de C.
citratus (hierba luisa) estan marcados por el Geranial y Neral 41.22% y 32.09% respectivamente,
cuya importancia se centra en la obtencion de aceite esencial, el cual es rico en citral mezcla de
los (isbmeros geranial y neral), que presentan varias propiedades entre ellas que es
antibacteriano, antihistaminico, fungicida y anticancerigeno, asi como también el geraniol, linalool
los cuales poseen propiedades tales como antiséptico, antiespasmadico. Asimismo, el
rendimiento promedio reportado del aceite esencial extraido de las hojas de C. citratus es del
0.01 al 10% (Soto, 2002).

Es asi que se demuestra la confiabilidad y seguridad de desarrollar productos en base al aceite
esencial extraido del fruto de B. graveolens, y de las hojas de C. citratus, tomando en cuenta que

es una alternativa innovadora, eficiente, sustentable y segura saludablemente.
3.4. Actividad biol6gica de los aceites esenciales.

Los métodos empleados para evaluar la actividad antimicrobiana permitieron medir la
susceptibilidad in vitro de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos, determinando

la potencia de la sustancia, la susceptibilidad de un microorganismo a concentraciones conocidas.
3.4.1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) antibacteriana.

En la Tabla 10, se observa la CMI antibacteriana de los aceites esenciales que se usaron como

aromatizantes en la elaboracion de la formula del detergente liquido.
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Tabla 10. CMI de los aceites esenciales de B. graveolens y C. citratus

Concentraciéon minima inhibitoria de los aceites esenciales pg/mL

Gram-negativas Gram-positivas
Escherichia coli Klebsiella Proteus | Pseudomonas Enterococcus | Staphylococcus
el cealel pneumoniae vulgaris aeruginosa | Salmonella faecalis aureus
typhimurium
ATCC 25022 |  ATCC 9997 Aoy | ATcC 27853 P ATCC 20212 | ATCC 25923
Cymbopogon > 10000 > 10000 > 10000 > 10000

> 5000 pg/mL > 10000 pg/mL | >5000 pg/mL

citratus Hg/mL Hg/mL pg/mL Hg/mL

Bursera >10000 | >10000 | > 10000 > 10000
>10000 pg/ml | >5000 pg/mL > 10000 pg/mL

graveolens Ho Ho ug/mL ug/mL ug/mL Ho ug/mL

Fuente: Silva, M. (2015)

Como se puede observar Cymbopogon citratus presenta actividad bioldgica contra
Staphylococcus aureus (5000 pg/mL) y Klebsiella pneumoniae (5000 ug/mL). Segun estudios
realizados en una crema preparada a base de aceite esencial de Cymbopogon citratus se ha

encontrado valores de CMI oscilaron en un rango de 0.100 a 5.000 uyg/mL (Guerra et al., 2004).

Las bacterias Gram positivas fueron mas sensibles, similar a lo informado por Lemos et al. (1990),
se conoce que diferencias genéticas entre algunas cepas de Cymbopogon ejercen una gran

influencia en la actividad antibacteriana del aceite esencial (Lemos et al., 1990).

Esta accion se atribuye al citral, particularmente al geraniol (alfa citral) y al nerol (beta citral),
incluso se plantea que el mirceno, aunque solo no muestra tal actividad, como la parte del aceite,

incrementa la accién cuando se mezcla con los anteriores.

Como puede observarse en la tabla 10 Bursera graveolens presenta actividad biolégica
Unicamente para Klebsiella pneumoniae (5000 pg/mL). En un estudio reportado de B. graveolens
presentaron efecto inhibitorio frente S. aureus una concentraciéon de 150 mg/mL y B. subtilis 180
mg/mL. Este no mostraron efecto antimicrobiano sobre las bacterias Gram (-). Segun el estudio
realizado por Provan et al. (1987) encontraron que el aceite esencial de Boswellia neglecta, una
Burseraceae, es rica en a-pineno, a-tujeno, p-cimeno y limoneno, de los cuales, el limoneno y a-
pineno son constituyentes de Bursera graveolens, estos son responsables de la actividad

biol6gica (Provan et al., 1987).
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3.4.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) antifungica.

Para determinar si las muestras de aceite esencial de B. graveolens y C. citratus, presentan
actividad inhibitoria frente a cepas fungicas se utilizé dos tipos de hongos dermatofitos:

Trichophyton rubrum y Trichophyton mentagrophytes.

En la tabla 11, se indica los valores obtenidos de los ensayos de la concentracion minima

inhibitoria antifingica para cada aceite.

Tabla 11. CMI de los aceites esenciales de B. graveolens y C. citratus.

Concentracién minima inhibitoria de los
aceites esenciales ug/mL

Aceite esencial Trichophyton rubrum m-grrif:gor%?))gitr:as
ATCC 28188 ATCC 28185

C. citratus > 10000 pg/mL >10000 pg/mL

B. graveolens | >10000 pg/mL >10000 pg/mL

Fuente: Silva, M. (2015)

Los aceites esenciales de hierba luisa y palo santo obtenido del material vegetal presentaron
actividad débil frente a los hongos utilizados en este andlisis, ya que presentaron una CMI mayor
a 10000 pg/mL (Zapata et al., 2010).

En varios estudios realizados sobre el aceite esencial de la hierba luisa se ha demostrado que
detiene el crecimiento de ciertos dermatofitos: Epidermophyton floceosum, Microsporum canis e
incluso actua sobre el Aspergillum flavus, siendo mas potente que los fungicidas sintéticos (Soto,
2002).

El aceite de hierba luisa es un potente antimicético ya que inhibe el desarrollo de hongos y
levaduras en muy corto tiempo en comparacion con la actividad antibacteriana que inhibe en un

tiempo mas largo.

Sin embargo de la especie de Burseraceae se han publicado ciertas variedades que presentan
resistencia a diferentes tipos de compuestos con actividad antifungica debido a que estas
presentan compuestos fendlicos, aunque el componente mayoritario del aceite esencial de B.
graveolens es el limonene. Ciertos estudios demuestran que no presenta ningun tipo de riesgo

mutagénico, carcinogénico o nefrotdxicos en los seres humano (Sun, 2007).
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De acuerdo con la clasificacion de la actividad antimicética para aceites esenciales, citado por
Zapata et al. (2010) clasifica el valor de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la siguiente
manera: si la CMI es igual o menor a 1000 yg/mL se considera buena, si la CMI est& entre 1000
— 5000 pg/mL se considera como moderada y si la CMI esta entre 5000 — 10000 pg/mL se

considera como débil (Zapata et al., 2010).
3.5. Optimizacion de la formulacion para la elaboracién del detergente liquido

En la tabla 12, se indican los factores a evaluar con los niveles de variacion y en la tabla 13, se
muestran los resultados obtenidos de las muestras ensayadas en el disefio. La valoracion que se
le asigndé a cada experimento es un promedio de los tres factores en porcentaje segun la
aceptacién o rechazo de cada uno de los factores. Es asi que se considera aceptada a aquella

formulacién que cumple con los tres criterios de aceptabilidad de forma simultanea.

Tabla 12. Factores a evaluar para la optimizacién de la formulacién del detergente.

Factor Nivel bajo Nivel alto
_ () (+)
Acido Dodecilbenceno sulfénico (A) 55% 6,5%
Acido citrico (B) 0,05 % 0,15%
Aceite B. graveolens - C. citratus (C) 5% 10%

Fuente: Silva, M. (2015)
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Tabla 13. Parametros de evaluacion del detergente liquido con sus resultados

N° de Acido Acido Aceite Aceptacion
experimento | dodecilbenceno | Citrico | Esencial | Consistencia | pH Aroma (%)
sulfénico
1 55 0,15 5 A A R 67
5 55 0,05 10 A A A 100
12 6,5 0,15 5 R R R 0
6 6,5 0,05 10 R A A 67
14 6,5 0,05 10 R R A 33
7 55 0,15 10 A R R 67
15 5,5 0,15 10 R R A 33
4 6,5 0,15 5 R R R 0
16 6,5 0,15 10 A R A 67
10 6,5 0,05 5 A A R 67
9 55 0,05 5 A A R 67
11 55 0,15 5 R A R 33
13 5,5 0,15 10 R A A 67
2 6,5 0,05 5 R R R 0
3 55 0,15 5 A A R 67
8 6,5 0,15 10 R R A 33

Fuente: Silva, M. (2015)

Primeramente, con objeto de determinar aquellos efectos poco significativos sobre la variable de

respuesta; se tienen en cuenta todos los efectos simples e interacciones posibles. Es asi que, en

la Figura 13 se puede apreciar la gréfica de probabilistica normal, la cual nos indica que los

efectos de los factores A (Acido dodecilbenceno sulfénico), factor B (acido citrico) y factor C

(aceite esencial) son significativos, ya que los efectos mas significativos A, B, C se alejan de la

recta representada, mientras que los menos significativos se sitian sobre ella. Asi mismo, las

interacciones AC (Acido dodecilbenceno sulfénico— aceite esencial), BC (4cido citrico-aceite

esencial), AB (Acido dodecilbenceno sulfénico —acido citrico) y ABC (Acido dodecilbenceno

sulfénico- acido citrico- aceite esencial) no son significativas dentro de los parametros de

aceptabilidad de la formula detergente.
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Grafica normal de efectos estandarizados
(la respuesta es aceptabi, Alfa = 0,05)
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Figura 13. Gréfica de probabilidad normal de los efectos
Fuente: Analisis ANOVA, programa MINITAB15

De esta manera, el ANOVA aplicado al disefio factorial 22 genera los resultados que se indican
en la Tabla 14.

Tabla 14. Andlisis de varianza ANOVA para los factores a evaluar

Fuente Gl SC.Sec SC.Ajust. | MC.Ajust. F P
Efectos Principales 3 11944 .4 11944.4 3981.48 9.56 0.005
Acido dodecilbenceno 1 6944.4 6944.4 6844.44 3.79 0.004
sulfénico
Acido citrico 1 2500.0 2500 .0 2500.0 2.87 0.040
Aceite esencial 1 2345.0 2345.0 2345.0 2.10 0.040
Error Residual 8 3333.3 3333.3 416.67
Error Puro 8 3333.3 3333.3 416.67
Total 15 17777.8

Fuente: Analisis ANOVA, programa MINITAB15

A partir de estos resultados, se procede a realizar la comparacion de los valores de F (Fisher)
entre Fisher calculado (FC) y Fisher de tablas (ver Anexo 5), utilizando un nivel de significancia
de a = 0.05. Cabe sefialar que si el Fisher calculado es mayor al Fisher obtenido en tablas, se

procede a rechazar la hipotesis nula que se esté evaluando.

Considerando que en la Figura 13 se diferencian tres variables significativas como la consistencia
liquida espumosa, pH y olor, considerados que son los efectos principales que influyen sobre la

variable de respuesta, es necesario analizar las hipotesis planteadas:
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Ho: El Acido dodecilbenceno sulfénico no influye en la variacion de la calidad del detergente.
Analisis:

Conociendo que, el Fisher de tablas se obtiene con la siguiente féormula Fa-1, ab (n-1).
Tenemos que:

F1, 8; 0.05

Fc=3.79 < FT=5.318

Conclusion:

Por ende, el Fischer calculado es menor al Fischer obtenido en las tablas, la hipétesis se acepta,

concluyendo que el acido dodecilbenceno sulfénico no influye en la calidad del detergente.
Ho: EL pH no influye en la variacion de la calidad del detergente

Analisis:

Tenemos que:

F1, 8; 0.05

Fc=2.87 < FT=5.138

Conclusion:

Por ende el Fischer calculado es menor al Fischer obtenido en las tablas, la hipétesis se acepta,

concluyendo que el acido citrico no influye en la calidad del detergente.
Ho: El aceite esencial no influye en la calidad del detergente

Analisis:

Tenemos que:

F1, 8; 0,05

Fc=2,10< FT=5.138

Conclusion:

Por ende el Fischer calculado es menor al Fischer obtenido en las tablas, la hipétesis se acepta,

concluyendo que el aceite esencial no influye en la calidad del detergente.
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Asi mismo, se da paso a evaluar la ultima hipétesis nula:

Ho: La interaccion del &cido dodecilbenceno sulfénico, acido citrico y el aceite esencial no

influyen en la calidad del detergente.
Analisis:

Tenemos que:

Fc=9.56 >F3, 8; 0.05

Fc=9.56 > FT =4.066

Conclusion:

Al ser el Fisher calculado mayor al Fisher obtenido en tablas, la hipotesis se rechaza,
concluyendo que tanto los factores: acido dodecilbenceno sulfénico, acido citrico y aroma si

influyen en la calidad del detergente.

Es asi que, en la figura 14 se observa la relacion de los efectos principales y el cumplimiento de
los criterios de aceptacion del detergente, por lo que se puede evidenciar que para el acido
dodecilbenceno sulfénico existe una mayor aceptabilidad si este se encuentra en un nivel bajo de

5,5 % comparado con el nivel alto de 6,5%, el cual muestra una baja aceptabilidad del detergente.

Por su parte, el acido citrico muestra una aceptabilidad, si este se encuentra en un nivel bajo de
variacién; es decir 0,05%, ya que por el contrario para el nivel alto del 0,015%, la aceptabilidad
del pH es alta.

Finalmente, para el aceite esencial se revela una alta aceptabilidad del detergente para un nivel

alto del 10%, al contrario del nivel bajo el 5%, en que no hay aceptabilidad del factor.
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Grafica de efectos principales de aceptabilidad
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Figura 14. Gréfica del factor principal
Fuente: Analisis ANOVA, programa MINITAB15

Concluyendo con el andlisis, la grafica de cubos (Figura 15) revela que al combinar los tres
factores, los niveles de variacion en los que es posible obtener una aceptabilidad del 100% del
detergente son: un porcentaje de 5,5 % de acido dodecilbenceno sulfénico, 0,05% de acido citrico

y 10% de aceite esencial.

Grafica de cubos (medias ajustadas) de aceptabilidad del detergente

Acido citrico 100,0

10

Aceite esencial

e

0,05 5

5,5 6,5
Acido dodecilbenceno sulfonico

Figura 15. Grafica de cubos
Fuente: Analisis ANOVA, programa MINITAB15
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3.6. Formulacion
3.6.1. Establecimiento de la formula del detergente

La férmula que obtuvo un 100% de aceptabilidad segun los criterios establecidos como baja
consistencia espumosa, pH acido y aroma agradable influyen en la calidad del detergente, por lo

tanto la formula seleccionada para la elaboracién del detergente se resume en la tabla 15.

Tabla 15. Férmula seleccionada para la elaboracién del detergente.

FORMULA DEL DETERGENTE

EXCIPIENTES % (p/v)
Acido dodecilbenceno sulfénico 55
Lauril éter sulfato de sodio 2,5
Acido citrico 0,05
Dietanolamida de acidos grasos de coco 1,75
Cloruro de Sodio 0,75
Urea 0,8
Metilparabeno 0,09
Propilparabeno 0,01
Galaxolide 2
Aceite Palo santo / Hierba luisa 10
Colorante verde #C-008 0,002
Agua C.S.p

Fuente: Silva, M. (2015)

3.7. Parametros de la férmula detergente
3.7.1. Parametros organolépticos y fisico-quimicos.

Tabla 16. Resultados del analisis organoléptico y fisico-quimicos

Parametros Férmula detergente
Aspecto Semiliquida
Organolépticos Olor Ligeramente limén
Color Verde manzana
Fisico-quimico Densidad g/mL 0.95
pH 5.2

Fuente: Silva, M. (2015)

Los resultados de la tabla 16 muestran las caracteristicas organolépticas y fisico-quimico que se

obtuvieron de la férmula detergente seleccionada, presentando un aspecto semiliquido debido a

los tensioactivos utilizados (acido dodecilbenceno y lauril éter sulfato de sodio) que actuan
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aumentado su viscosidad y a la vez garantizando un aspecto igual a un detergente comercial, se
registré un olor ligero a limén caracteristico de la hierba luisa que contiene en su composicion
cantidades de limoneno (monoterpeno ciclico) que también se encuentra en las cdscaras de los
citricos (Sun, 2007), por lo que la férmula contiene una concentracion de aceite de hierba luisa
mayor al aceite de palo santo. En lo que respecta al color se registré verde manzana debido al
colorante usado, concluyendo que la formula presentdé una mezcla homogénea y una apariencia
limpida.

También se revela los parametros (pH, densidad) evaluados a temperatura ambiente. En un
estudio realizado por Quiroz (2009), se elabordé un desengrasante a base de aceite esencial
extraido de cascara de naranja, se obtuvo un valor de pH aproximado a 6; mientras que, el
detergente formulado en la presente investigacion es de 5.2, que va acorde con el rango de pH
acido comprendido entre 0-6, puesto que se emplea en la elaboracion de detergentes con el fin

de eliminar la suciedad en las superficies (pisos) la misma en la que sera aplicada (Orlandi, 2004).

Por otro lado, en lo que respecta a la densidad Castro (1973), en una investigacién de productos
de limpieza sefiala una densidad (0.99/mL-1.10g/mL) por tanto al comparar la férmula del
presente estudio se evidencié un valor de 0.95g/mL que se encuentra dentro de los rangos
aceptables.

3.8. Actividad antimicrobiana de la formula detergente.

Los resultados antimicrobianos encontrados sobre la superficie del piso sucio y limpio se

muestran en la figura 16.

=]

a. Agar sangre (S. aureus) piso sucio b. piso limpio c. Agar (S. aeruginosa) piso sucio. d. piso limpio
Figura 16.Resultados del analisis microbiol6gico
Fuente: Silva, M. (2015)
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Como se puede observar en el piso sucio se identifico el crecimiento de Staphylococcus aureus
que muestra cocos gram positivos dispuestos en racimos y en el agar Macconkey se identifico el

crecimiento de Pseudomona aeruginosa que muestra bacilos gram negativos.

Por otra parte al realizar el lavado del piso aplicando la férmula detergente no se observo
crecimiento de los microorganismos esto indica que la formula inhibié el crecimiento de las
bacterias identificadas (S. aureus, P. aeruginosa).. Segun Hidalgo et al. (2012) nos indica que el
aceite esencial de las hojas de B. graveolens poseen actividad antibacteriana contra S. aureus,
Bacillus subtilis y Saccharomyces (Hidalgo et al,.2012). y el aceite de C. citratus presenta
actividad biolégica contra Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae (Guerra et al., 2004).
Es asi que el uso de aceites esenciales (palo santo/hierba luisa) incluidos como aromatizantes

en la elaboracién del detergente liquido presento actividad antimicobriana.
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CONCLUSIONES

v' Se demostré que mediante los resultados obtenidos de las mezclas de diversos aceites
esenciales para la eleccion del aroma, la formulacion mas 6ptima para la elaboracion del
detergente liquido es el ensayo 2 cuya concentracion es de 1.5mL de aceite de hierba

luisa y 1ml de aceite de palo santo.

v' Los resultados obtenidos de la CMI en cuanto a los aceites esenciales de B. graveolens
y C. citratus fue inactivo frente a bacterias y hongos en estudio, es decir no mostraron

actividad con ninguno de los microrganismos en las concentraciones maximas evaluadas.

v' Se optimiz6 la formulacion para la elaboracion del detergente en base al uso de aceites
esenciales de B. graveolens y C. citratus a un porcentaje de 10%, 5,5% de &cido
dodecilbenceno sulfénico y 0,05% de &cido citrico, respondiendo a requerimientos como
baja espuma, consistencia liquida, pH &cido y aroma agradable, otorgando una
aceptabilidad del 100%.

v' Segun el andlisis microbiolégico, se pudo determinar que al aplicar la férmula detergente

sobre el piso limpio inhibi6 el crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa.

47



RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar un control del pH con el fin de asegurar que el producto sea el
adecuado para eliminar el tipo de suciedad en la zona en la que se pretende usar y de las
cantidades de los excipientes al momento de elaborar la férmula detergente la cual sea

de facil enjuague y lavado al eliminar residuos de suciedad.

Se aconseja el uso de detergentes del tipo no corrosivo y compatible con otros materiales;

con el fin de asegurar la completa estabilidad de la formula elaborada.

Integrar més microorganismos de estudio de interés en salud humana, para la evaluacion

antimicrobiana.
Se recomienda realizar un estudio de estabilidad de la férmula del detergente liquido

utilizando el disefio factorial Plackett y Burman para asi predecir el periodo de validez bajo

condiciones normales de almacenamiento.
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ANEXO 1

Determinacion de la densidad relativa a 20°c
(Método de Referencia)

Segun la AFNOR NF T 75-111 JUNIO 1982

PROPUESTA:
La presente norma esta basada en la norma ISO 279-1981 publicada por la Organizacion

Internacional de Normalizacion.

OBJETIVO DE APLICACION:
La presente norma especifica el método referido a la determinacion de la densidad relativa a 20°C
de los aceites esenciales.

REFERENCIAS:
o NF T 75-003 Aceites esenciales-Reglas generales para la preparacion.
e NF T 75-110 Aceites esenciales-Preparacion de la muestra previa al analisis.
PRINCIPIO:
La densidad relativa a 20°C de un aceite esencial se define como la masa de un determinado

volumen de aceite esencial a 20°C sobre la masa de un volumen igual de agua destilada a 20°C.
NOTA:

»= Sies necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del aceite para
indicar la norma referente al aceite esencial. La correccién para 20°C es de 0.0007 a
0.0008 por grado centigrado.

* La masa volumétrica a 20°C de un aceite esencial se reporta como la masa de un cierto
volumen del aceite esencial a 20°C.

APARATOS:

= Picnémetro de vidrio.

= Bafio termostatico, mantenido a una temperatura de 20°C £ 0.2°C.

=  Termdmetro de precision graduado de 10 a 30°C, con una variacion de 0.2°C a 0.1°C.

= Balanza analitica.

PROCEDIMIENTO:
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= Preparacion del Picnémetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el picnébmetro,
lavar con etanol y luego con acetona, pasarlo por una corriente de aire seco. Si es
necesario secar el exterior del picnémetro con un trapo seco o con papel filtro. Cuando se
equilibre la temperatura en el cuarto de balanza, pesar el picnémetro, con el tapén en su
sitio con 1mg de precision.

= Peso del agua destilada: Llenar el picnbmetro con agua recién destilada, que esté a una
temperatura de 20°C. Coloque el picnémetro en el bafio termostatico. Durante 30 minutos
ajustar el nivel del agua hasta la marca, poner el tapdn del picnédmetro en su sitio, secar
el exterior del picnémetro con un trapo seco o papel filtro. Cuando se equilibre la
temperatura con el cuarto de balanzas, pesar el picnédmetro lleno con el tap6n en su sitio
con un mg de precisién lleno igual que en el caso anterior.

= Peso del aceite esencial: Vaciar el picnédmetro, luego enjuagar y secar como en el inicio.
Efectuar las mismas operaciones solo que esta vez sera con aceite esencial en lugar de

agua.
EXPRESION DE RESULTADOS:

La densidad relativa d33 se la expresa con la siguiente formula:

d20="2"Mo
ZO_m -m
1 0

Dénde:

d33: Densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C.
Mo: Mmasa en gramos del picnémetro vacio.
mi: masa en gramos del picnémetro con agua.

m2: masa en gramos del picnémetro con aceite esencial.

Se expresaran los resultados con tres decimales.
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ANEXO 2

Determinacién del indice de refraccion
PRINCIPIO:

Segun el tipo de aparato que utilice, la medida directa del angulo de refraccién o la observacion
del limite de refraccion total. El aceite se mantendra dentro de las condiciones de iso-tropismo y

de transparencia.

DEFINICION:

El indice de Refraccion de un aceite esencial es el producto entre el seno del angulo de incidencia
y el seno del angulo de refracciéon de un rayo luminoso de longitud de onda determinada, que

pasa desde el aire a través del Aceite Esencial, manteniendo la temperatura constante.

La longitud de onda especifica es (589.3 + 0.3) nm, correspondiente a la radiacién D1 y D2 del

espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20°C, salvo para los aceites esenciales que no son liquidos
a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25y 30 °C segun el punto

de fusion del aceite considerado.

APARATOS:

Refractdmetro: Utilicé un refractdmetro clasico que permita la lectura de los indices de refraccion

entre: 1.300 y 1.700 o con una precision de + 0.0002.

Ajusté el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los siguientes indices

de refracciéon segun:

1.3330 para agua destilada.

1.4906 para el p-cimeno.

1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patron deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también ajustarse

con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de fabricacion del

equipo.

MODO DE OPERACION:

55



Determinacion

Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato a la temperatura
de referencia de 20°C salvo para los aceites esenciales que nos son liquidos a esa temperatura.
En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20°C y 30°C, segun el punto de fusién del
aceite esencial considerado. Esta temperatura no debe diferir de la temperatura de referencia
mas de +0.2°C y debe mantenerse a +0.2°C.

Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que se realizara
la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.
Resultados:

Célculos. El indice de refraccion a la temperatura de referencia esta dado por la formula.

n'p -n'p + 0.0004 (t'- 1)
Dénde:

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o aquella a la que se ha efectuado la

determinacion.

F = factor de correccién (0.0004)

t'=temperatura a la que se efectué la lectura

t = temperatura a 20°C

Nota:

Expresar los resultados con cuatro cifras decimales.

La precision de la determinacion es de +0.0002.

56



ANEXO 3

Determinacién de la actividad bioldgica del aceite esencial de Cymbopogon citratus y

Bursera graveolens

Para evaluar la actividad biolégica se utilizaron 9 microorganismos patdgenos; siete son cepas
bacterianas y dos son cepas fangicas. Las cepas utilizadas en esta prueba son de American Type
Culture Collection (ATCC), son de referencia internacional y forman parte de una bateria minima
de cepas que se emplean para este tipo de estudio (Martinez et al., 1997).

Se emplearon estos microorganismos debido a que tienen un gran impacto en la salud en el ser

humano es decir son causantes de una gran mayoria de enfermedades.

MICROORGANISMOS PATOGENOS

CEPAS BACTERIANAS CEPAS FUNGICAS

Bacterias Gram-negativas Bacterias Gram-positivas Hongos esporulados

e Pseudomona

aeruginosa ATCC e Staphylococcus aureus e Trichophyton

27853 ATCC 25923 mentagrophytes
¢ Klebsiella pneumoniae Enterococcus faecalis ATCC 28185

ATCC 9997 ATCC 29212 e  Trichophyton rubrum
e Escherichia coli ATCC ATCC 28188

25922

e Proteus vulgaris ATCC
8427

e Salmonella

typhimurium LT2

Método de microdilucién en caldo.

Es un método que posee la ventaja de que se utilizan volimenes minimos de la muestra a
analizar. Se utiliza una placa que contiene 96 pocillos, en los cuales se realizan diluciones

seriadas. Previamente se debe preparar las muestras a utilizar.

= Preparacion de la muestra.
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La muestra de aceite esencial que se va a emplear en este ensayo, debe estar diluida. Con fines
de bioprospeccion se emplea una solucién 20 uL de cada aceite de B. graveolens y C. citratus en
980 pL de Dimetil sulfoxido (DMSO).

= Preparacion del cultivo microbiano “Cultivo overnight”
Previo a la preparacion del in6culo bacteriano, se realiz6 los caldos de cultivo especificos para
cada cepa bacteriana. Para la siembra en el caldo de cultivo especifico, se utilizé 30 puL de cada
cepa bacteriana, almacenadas en una reserva criogénica a -80°C. Luego de realizar la siembra
de cada cepa se procedi6 a incubar los medios por 24 horas a 37°C, por esta razén el cultivo se
denomina overnight.

= Preparacion de la suspension del inéculo bacteriano.
Del cultivo overninght incubado la noche anterior se toma 150-300 pL a un tubo que contenia 7
mL de suero fisiol6gico estéril ajustando el indculo a una concentracion equivalente a 0,5 en la
escala de MacFarland. De la suspensién anterior se tomé 140 uL y se inoculé en un vial 6,86 mL
de Caldo Mueller Hinton, ajustando a una poblacién bacteriana de 2x10® UFC/mL. De esta
solucion final se transfirieron 100 L a la placa de cultivo para completar un volumen final de 200
uL, de forma que en cada pocillo la concentracion final es de 5x10° UFC/mL.

= Concentracion minima inhibitoria antibacteriana (CMI).
Para realizar correctamente el método de microdilucion en caldo y asi determinar la concentracion
minima inhibitoria de los aceites esenciales fue necesaria la limpieza y desinfeccién de la camara
de trabajo con alcohol etilico al 70% y la exposicion a los rayos ultra violeta por 30 minutos con
el objetivo de evitar cualquier tipo de contaminacion.
La prueba se realiz6 en placas esterilizadas de 96 pocillos, mediante diluciones dobles seriadas;
del caldo Mueller Hinton se transfirié6 180 pL a cada pocillo de la primera fila de la placa, en los
pocillos restantes se colocé 100 pL del mismo caldo. A continuacion se colocé 20 pL de la dilucion
de aceite esencial mads DMSO solo a los pocillos de la primera fila de la placa; excepto a los tres
ultimos pocillos los cuales van a contener: el primero, 180 uL de caldo Mueller Hinton + 20 L de
aceite diluido conocido como control de esterilidad, el segundo, un control negativo con 180 pL
de caldo Muller Hinton + 20 uL de DMSO Yy finalmente en el tercero un control positivo, que es
una mezcla de 180 pL de caldo Muller Hinton + 20 pL de Gentamicina de 0,39 pg/mL para todas
las bacterias, excepto para E. faecalis y S. tiphymurium que se utilizé6 Gentamicina de 1,95 pg/mL.
Para que el medio y la solucion de aceite se homogenicen correctamente, se pipete6 de 15 a 20
veces la solucién de todos los pocillos de la primera fila y se tom6 100 pyL de la solucién
homogenizada, luego se diluyé con 100 pL del pocillo siguiente y se continud este procedimiento

hasta obtener 8 diluciones consecutivas; en la ultima fila de la placa se desechan los 100 pL
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sobrantes, asi la concentracion final de cada solucion de medio y aceite contenida en cada uno
de los pocillos de la placa fue de 10000 a 7,81 pg/mL. El mismo procedimiento fue aplicado con
el control positivo, negativo y el control de esterilidad.
Finalmente, ya preparada la placa de microdilucion se procede a inocular todos los pocillos
(excepto el pocillo que contiene el control de esterilidad) con 100 pL de la suspension con el
indculo bacteriano. Completando asi un volumen final de 200 pL con una poblacién bacteriana
de 5 x 10° UFC/mL, para el control de esterilidad se complet6 el volumen final con 100 pL de
caldo Muller Hinton. Al concluir con la inoculacion las placas de microdilucién se sellan con
parafilm y se incuban a 37°C de 18-24 horas.
ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
Basicamente el procedimiento es el mismo que se utilizé en la Concentracién minima inhibitoria
antibacteriana, con unas leves variaciones que se describen en los siguientes items.

= Preparacion de la muestra
Se preparé una solucion de aceite diluido, tomando 980 pL de DMSO (Dimetil sulféxido) y 20 pL
de los aceites esencial de B. graveolens y C. citratus.

= Preparacion de la suspension de los in6culos fungicos
La suspensién de los microorganismos fangicos se realizd a partir de cepas almacenadas en
reservas criogénicas que se mantienen a una temperatura de -80°C. Se transfirid de las reservas
fungicas 14 pL a un tubo estéril con 7 mL de Caldo Sabouraud, de esta suspension se tomo6 100
uL para completar un volumen final de 200 uL en la placa de cultivo con una concentracion de
5 x 10* esporas/mL.

= Procedimiento
Se empleé el mismo procedimiento de dilucion seriada utilizado para las bacterias,
diferenciandose en la concentracion final del inéculo; en hongos esporulados es de 5x10*
esporas/mL y los controles; el positivo que es una soluciéon de 180 uL de caldo Sabouraud mas
20 pL de Itraconazol de 0,39 pg/mL el control negativo que consta de 180 L de caldo Sabouraud
+ 20 pL de DMSO y finalImente Control de esterilidad, que contiene 180 pL de caldo Sabouraud
+ 20 pL de aceite diluido. Cuando las placas de microdilucién estan inoculadas totalmente, se
sellan las cajas con parafilm y se incuban a 28°C por 96 horas.
Lectura de las placas de concentracion minima inhibitoria (CMI) antibacteriana y
antifungica e interpretacion de los resultados.
Una vez retiradas las placas de microdilucion de la incubadora, se observa minuciosamente cada

caja utilizando luz reflejada; se comienza examinando el control de esterilidad para descartar
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cualquier tipo de contaminacién, ya que al existir contaminacion la prueba no puede ser
interpretada y debe ser repetida.

Por otro lado el control positivo nos indica que si habido un crecimiento adecuado, ya sea de las
bacterias o los hongos en la placa de microdilucion. El crecimiento en este pocillo se nota como
turbidez o un pellet de > 2 mm.

Finalmente en el control negativo no se debe evidenciar ningun rastro de crecimiento, por el
contrario debe estar claro y sin turbidez. Para determinar en qué punto se encuentra la
concentracion minima inhibitoria de una muestra, es decir la concentracibn mas baja a la que
puede actuar el aceite como antimicrobiano, se debe leer el pocillo en el cual se distinga turbidez

del medio. Es un proceso manual sin ayuda de ningun aparato éptico.
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ANEXO 4

PRUEBAS EXPERIMENTALES PARA LA OPTIMIZACION DE LA FORMULA DE
DETERGENTE
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ANEXO 5

Tabla 5, VALORES F DE LA DISTRIBUCION F DE FISHER

1-0=0.35

-2 P (F&tpp)

3

4

Vi = grados de liberiad del numerador
¥y =grados de libertad del denominador

]

m 12 1 ¥ #® ®| 17 1B 1© 0

oo =] O DN R Gl Pd e

e = e = L I e B e B e e i T
8::-C:-::-::-Dcnmmﬂmm-ﬁmm—cmmﬂmm-ﬁmm—c

1000

15144 199458
1E513  19.000
1012 83
1708 634
GE03 5736
i%r ildd
CE v
i3 44
i 42
45 4103
4B 3E
ENCT T
4f67 1306
4F00 378
453 3sE2
44 35M
445 1
4414 15
iW o imm
4| 14
435 14
4 343
M 14
4% 14
dM 0 13
435 1kE
4M) i3
4% 1M
418 138
an iMe
48 1am
40 i3
a0 iR
1M 32
W0 A
M7 I
KRG T
168 A0
1860 04
15 3008

25707
12164
8am
6581
540
a7
447
4066
1863
3708
15867
144
3411
1
ki)
110
EALT
110
T
1056
im
3049
108
30
2891
28
250
287
28
i
288
279
173
7%
18
2706
6%
1830
188
261

2458
19247
LN
£.336
GALH
453
4120
3538
363
3478
33
323
s
anz
3056
apm
2955
298
2595
256
2640
2817
2796
276
2758
2743
T8
274
2m
2690
2006
235
238
2303
2436
247
2483
2417
k)
23

2016
192%
9013
6.25
5080
43
1502
1666
1482
13
124
1106
ki
2556
2901
2882
2810
113
2740
M
2683
21661
2840
261
2805
L5867
i
1588

1545
15
1448
2400
%8
146
13
136
135
158

1
m

Flaborada por I Paifca Valdsz y Al

pask ]
19324
B4t
A
4550
i
3866
358
a3
aar
i
1%
2918
104
bl |
274
268
pliil
L
15
pETH
2540
138
1506
Pl
241
240
1888
148
24
3%
128
12
1233
121
22
219
14
AL
2108

BT
ki
B8
b0
4FTE
i)
anr
Kk
M
ifE
amz
2413
282
27
m
2657
2614
kT
1344
2314
2438
154
147
Lk
24k
136
im
130
130
13
10
1%
2167
218
1%
2113
2B
205
plis
209

23654
ED
B85
6041
4818
aid
KX
143
320
372
2845
2548
2767
259
2641
2.5
2545
250
24T
247
241
.47
2375
23
237
23
235
2261
2276
228
2180
2130
20
20
0%
204
203
156
157
154

IR
10388
i
L
47
409
3677
3.3
i
A0
1%
179
174
i
1336
1538
144
1436
142
13
136
13
130

HhhEEE

123
)
214
HITE
1040
Hil
1999
1.836
14978
1927
1698
1880

Pk
19.3%
478
i
478
4060
1637
1M1
EAST]
207
phi
178
161
2602
154

2412
1im
18
23
117
0m5
15
116
180
10
PR
iim
2188
0
2026
1.583
1.8
1.5
153
1.7
1.678
1.820
1.840

62

23 355 2MP30 3363 MILM MSEE MESTT MTIM MTESY MallE
18405 19412 19419 10434 104 1043 19437 19480 1944 14
B763 GM5 BTA BMS 8703 86 8683 BAT  ARET BGAl
G4%  o52 G SATM SBSR GAM SER LB GEM Bl
4704 46TE 4RSS 483 4E19 484 LW 45D 4EE 459
407 4000 3% 3%F 38M 3% M@ 1B 1B 1aM
G125 I T B -3, R B . - L T P
G5 R b S - B 7 T e 1A N ST N T N ) BN 1
ME M AME 0N 3006 299 29W 2%G0 2B 283
105y 23 1B 2BEE 2B 2EE B2 ITHE XM 1TH
1818 27B8 AT 2T AT 2701 2880 2671 2688 16%
MY 2GET 2GR0 269 2607 239 25B 2B 255 254
63 28l 15T 2BW LE 3P 24m L AN 14
16 23M 137 24 2480 28 4B LY 0 1
197 24T 143 14M 0 40 235 23 13 M0 25A
ME ME LW 4R 1| 13 23 13 1E8 1
M3 28 13 238 L 130 am 12 1M 1A
ST BT I 1 F O | i | R s T e V. I A |
1] 238 1m) 22 23 2ME 21 L& 288 11
Ll 2 1m0 1M 21 20 1§ 2 M
I N 1 UW AT 4% 243 M3 2B 109
128 2 MW 2R 218 13 A1 2098 20E 207
% M M M8 i3l 2e 208 20 206 04
16 263 1% L1 2108 208 20M 208 2N 20
9 268 13 20 208 206 208 0% 2 0N
8 28 219 0™ aIm 20 20 DB 203 1M
M@ 2R M3 20 205 20% 208 2D 1% 19
13 218 208 208 204t 201 200 18T 1R 14
3 AW 200 200 A0 2007 18 180 158 144
L% 20w 63 20 2MF 198 1S 1%e0 15 1R
03 203 18 1848 18 194 18E 1BE (B8 1B
195 152 18 1% 1B 180 18M 18 MR 1T
182 1817 17 1560 18% 138 (7% AME MR 174
1188 18 1% 1B 1M o ire 1 iR
L1V T K N - P W R W = W W < W
187 1860 @0 1A M AT TF Am MR 168
188 180 189 MR 1TEd 1ME 1T® TR 1EM 1EW
187 180 1w 1TE ATT 184 16 188 188 163
LU W W A - R KR I T
179 M 1T M2 1Em 1AM 188 184 1ET 15H



