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RESUMEN

Esta investigacion surge como una alternativa para el aprovechamiento de las
propiedades antimicrobianas y cosméticas del aceite esencial de la cascara de naranja
y del hidrolato de manzanilla, también busca darle un mejor uso a estos residuos
alimenticios y subproductos de extraccion. Ademas, el empleo del alcohol artesanal
en lugar del alcohol industrial pretende ayudar al desarrollo econémico de los
emprendimientos (productores de alcohol) surgidos en pandemia y a la reduccion de
los costos de produccion del gel antibacterial. El aceite esencial de naranja
(Rendimiento de extraccion del 0,22 por ciento en peso) y el hidrolato de manzanilla
se obtuvieron mediante destilacion por arrastre de vapor y fueron caracterizados
mediante espectroscopia FTIR, el alcohol artesanal fue rectificado de 61 a 80-81
grados Gay-Lussac mediante destilacion. Se elaboraron 5 formulaciones del gel
antibacterial (al 70 por ciento de alcohol en peso) y se estudié el efecto de la
concentracion del aceite esencial de naranja (0,1; 0,5; 1; 1,5 y 2 por ciento en peso) en
su viscosidad con un disefio experimental completamente aleatorizado,
adicionalmente, se realizaron pruebas organolépticas mediante un analisis sensorial
aplicado a 10 evaluadores de distintas edades y profesiones con un disefio experimental
por bloques incompletos balanceados. La concentracion de aceite esencial en la
formulacién influyd en la viscosidad del producto final, también presentd diferencias
significativas entre el color, olor y consistencia del gel antibacterial. La formulacién
de mayor agrado para los evaluadores es la que contiene 1,5 por ciento en peso de
aceite esencial de naranja (GAF4).

Palabras clave: Gel antibacterial, alcohol artesanal, aceites esenciales, hidrolato de

manzanilla, desinfectante para manos.
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ABSTRACT

This research arises as an alternative to take advantage of the antimicrobial and
cosmetic properties of orange peel essential oil and chamomile hydrolate, also seeks
to make better use of these food waste and extraction by-products. In addition, the use
of craft alcohol instead of industrial alcohol is intended to help the economic
development of the enterprises (alcohol producers) emerged in pandemic and to reduce
the production costs of the antibacterial gel. Orange essential oil (extraction yield of
0.22 wt.%) and chamomile hydrolate were obtained by steam distillation and
characterized by FTIR spectroscopy, the artisanal alcohol was rectified from 61 to 80-
81 Gay-Lussac degrees by distillation. Five formulations of the antibacterial gel (at 70
percent alcohol by weight) were prepared and the effect of the concentration of orange
essential oil (0,1; 0,5; 1; 1,5 and 2 percent by weight) on its viscosity was studied with
a completely randomized experimental design; additionally, organoleptic tests were
carried out by sensory analysis applied to 10 evaluators of different ages and
professions with a balanced incomplete block experimental design. The concentration
of essential oil in the formulation influenced the viscosity of the final product, also
presented significant differences between the color, odor and consistency of the
antibacterial gel. The formulation most liked by the evaluators was the one containing

1,5 percent by weight of orange essential oil (GAF4).

Keywords: Antibacterial gel, craft alcohol, essential oils, chamomile hydrolate, hand

sanitizer.

XVi



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

Una investigacion llevada a cabo por Widmer et al., (2007) demostré que los
productos desinfectantes para manos a base de alcohol son mas eficientes que el lavado
de manos. En el caso de que el jabén no tenga algin compuesto desinfectante
adicional, la concentracion de microorganismos de las manos incrementa al poco
tiempo del lavado, por otra parte, los productos a base de alcohol destruyen e inhiben
el crecimiento de los microorganismos luego de su aplicacion. Estos productos
desinfectantes, como el gel a base de alcohol, fueron considerados como una eficiente
alternativa para mejorar la higiene de las manos, especialmente de los trabajadores del

area de la salud.

Un estudio realizado por Alvarado, et al. (2010) comprobdé que la efectividad
bactericida de los geles antibacteriales comerciales a base de alcohol es similar a la de
una solucién de alcohol etilico al 70% (v/v), confirmando los resultados obtenidos en
previas investigaciones y concluyendo que la forma en la que se presenta el alcohol no
influye en su accion bactericida. Ademas, demostré que la inhibicién del crecimiento

bacteriano es dptima en un tiempo de exposicion de 30 segundos.

La gripe A (H1N1) fue una enfermedad provocada por una variante del virus de la
gripe humana, se extendié rapidamente por algunos paises en 2009 y se declard
pandemia a nivel mundial, se conoce que murieron aproximadamente 28000 personas.
Se evalud la accién viricida de algunos productos desinfectantes para manos a base de
alcohol para inhibir y eliminar el virus de la gripe A (H1IN1), entre ellos el gel
antibacterial, todos los tratamientos demostraron una significativa reduccion del
recuento viral viable, por lo que su uso resultd altamente recomendado para la
prevencion de enfermedades provocadas por virus (Larson, Cohen, & Baxter, 2012;
Qu, 2016).



Por otra parte, a la formulacion base del gel antibacterial se le pueden agregar otros
componentes con la finalidad de otorgarle caracteristicas adicionales (color, aroma,
etc.) o para potenciar su actividad antimicrobiana. El uso de los aceites esenciales y
extractos de algunas plantas en la formulacion de geles antibacteriales provoca un
aumento significativo de la actividad desinfectante del producto (Medina & Bautista,
2015; Surini et al., 2018).

Una investigacion llevada a cabo por Siddharta et al., (2017) confirm6 que las
formulaciones de desinfectantes a base de alcohol de la OMS tiene una eficiente accion
viricida, especificamente, contra el Zika (ZIKV), Ebola (EBOV) y coronavirus
emergentes (SARS-CoV y MERS-CoV), corroborando su utilidad para prevenir
enfermedades relacionadas a éstos virus, por otra parte, algunos virus no envueltos

presentaron una mayor resistencia a estas formulaciones.

A inicios de la emergencia sanitaria ocasionada por el virus SARS-CoV-2 (COVID-
19), se estima que aproximadamente 2,8 billones de personas emplearon diversas
medidas de seguridad para salvaguardar su salud, entre ellas, el uso de gel antibacterial
a base de alcohol (etanol), la OMS y otras agencias reguladoras sugirieron el uso de
este producto para prevenir el contagio, ademas, facilitaron sus formulaciones y
normas de fabricacion para satisfacer su alta demanda a nivel mundial (Sequinel et
al., 2020).

1.2. Gel antibacterial

Un gel se define como un sistema semisélido con una alta viscosidad, estad formado
por una red tridimensional causada por la presencia de un compuesto coloidal
(generalmente un polimero) en un solvente (cominmente agua o soluciones
hidroalcoholicas), este sistema tiene la capacidad de retener el componente liquido

dentro de su estructura confiriéndole elasticidad y/o rigidez (Gooch, 2010).

El gel desinfectante para manos esta dentro de la categoria de hidrogeles, éstos son
sistemas acuosos en donde se emplea un polimero de cadenas hidrofilas que entra en
equilibrio con el agua u otros liquidos hidrofilicos para formar una red tridimensional
(Chirani et al., 2015; Farfan & Escobar, 2020).

2



El gel antibacterial, alcohol en gel, gel sanitizante, entre otras denominaciones, es un
producto que se emplea como alternativa o complemento al lavado de manos, su
efectiva accion antimicrobiana y prevencion de irritacion y resequedad de la piel lo

hacen llamativo para su uso cotidiano (Alvarado et al., 2010).

La Organizacion Mundial de la Salud define a un producto desinfectante para manos
a base de alcohol como una mezcla (de naturaleza: liquido, espuma, gel, etc.) que
contiene alcohol, tiene como finalidad inhibir y detener temporalmente el crecimiento
de los microorganismos. Estos productos pueden estar formulados con distintos tipos
de alcohol, ademéas de contener otros ingredientes como humectantes y excipientes
(Boyce et al., 2009).

Segun Villa & Russo, (2021) los geles desinfectantes para manos cominmente son
elaborados a partir de soluciones hidroalcohdlicas, sin embargo, se pueden formular
hidrogeles con otros agentes antisépticos activos como se puede ver en la Tabla 1, por
lo que surge la clasificacion de productos desinfectantes para manos a base de alcohol

y desinfectantes para manos sin alcohol.

Tabla 1

Agentes Antisépticos Empleados en los Desinfectantes Para Manos

Desinfectantes para manos a base de Desinfectantes para manos sin alcohol

alcohol
Alcohol etilico Amonio cuaternario
Alcohol isopropilico Clorhexidina
Cloroxilenol
Yodo / yodoforos
Triclosan

Nota: Esta tabla muestra algunos compuestos con actividad microbicida que se emplean
en los productos desinfectantes para manos. Tomado de Lin et al., (2020) y Villa &
Russo, (2021).



1.2.1. Componentes del gel antibacterial

Los reactivos presentes en la formulacion de los geles antibacteriales son especificados
en diversos trabajos e investigaciones, no obstante, éstos varian dependiendo de los
requerimientos y especificaciones del fabricante y/o investigador (Edmonds et al.,
2012). Por lo general, su formulacion consta del etanol al 96% (v/v), solucién de
trietanolamina al 5% (p/v) mejor conocida como TEA, glicerol, agua purificada y

carbopol (polimero) que actia como agente gelificante (Sequinel et al., 2020).

e Alcohol etilico o etanol

El etanol, alcohol etilico, alcohol vinico o alcohol de melazas es un compuesto
perteneciente a la familia de los alcoholes con un grupo hidroxilo (-OH) como se
observa en la Figura 1, es un liquido incoloro, inflamable, hidrosoluble, de olor
caracteristico, muy volatil en altas concentraciones (v/v) y su punto de ebullicion es
de 78°C, se lo puede obtener a partir de la fermentacion anaerébica de hidratos de
carbono (azucares) o por un método sintético a partir del etileno (Mosquera &
Menéndez, 2006; Velasco, 2014).

Figura 1

Configuracion Esquematica de los Atomos de una Molécula de Etanol.

Fuente: (Nanotubes et al., 2007).



Segln Jing et al., (2020) el alcohol ampliamente utilizado en las formulaciones de gel
antibacterial es el etanol, por otra parte, también se emplea el alcohol isopropilico, n-
propanol o una combinacion de estos que logran un efecto sinérgico de accion
antimicrobiana. La actividad microbicida del alcohol se debe a su capacidad de
desnaturalizar las proteinas y disolver las membranas lipidicas que presentan los
microbios, su efecto abarca una gran mayoria de las formas vegetativas de bacterias,
hongos y virus envueltos, no obstante, son ineficaces contra las esporas bacterianas.
En la Figura 2 se observa la interaccion del etanol con los puentes de hidrogeno
presentes en la estructura terciaria de las proteinas y la desnaturalizacién de su

conformacion tridimensional.

Figura 2
Desnaturalizacion de Proteinas por Accion del Etanol.

Tertiary Structure -
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Fuente: (Dastider et al., 2020).

Previas investigaciones demuestran que aquellos geles antibacteriales que contienen
concentraciones del 50 al 70% de alcohol presentan una actividad microbicida mas
eficiente que aquellos que contienen concentraciones superiores (>80%), esto se debe
a que el etanol a altas concentraciones es muy volatil al contacto con la piel y no
perdura el tiempo suficiente para que interactde con los microorganismos, ademas, el
agua juega un papel muy importante en la desinfeccion, concluyendo que la
concentracion oOptima del alcohol es del 70% (Edmonds et al., 2012; Pelufo &
Durante, 2021).



e Carbopol

Carbopol es el nombre designado a una familia de polimeros de &cido poliacrilico que
son ampliamente utilizados en diversas industrias, especialmente en la farmacéutica
debido a su capacidad de aglutinar, modificar las propiedades reoldgicas y estabilizar
disoluciones. Las dispersiones de estos polimeros generalmente son transparentes y
presentan una alta elasticidad, incluso a concentraciones bajas, se manifiestan como
particulas deformables e hinchadas que forman espacios en donde se dispone el

solvente o una mezcla (Gutowski, Lee, de Bruyn, & Frisken, 2012).

El carbémero comercial (carbopol 940), también conocido como carbomer, tiene el
aspecto de un polvo blanco, son polimeros de &cido poliacrilico altamente reticulado
con alilico de sacarosa o alilico de pentaeritritilo, contiene grupos carboxilo (-COOH)
(Figura 3) entre el 56 al 68% (m/m) y un peso molecular entre el 7x10° al 4x10° Da
(Kulkarni & Shaw, 2016; Sequinel et al., 2020).

Figura 3

Estructura Quimica del Carbopol.

Fuente: (Sequinel et al., 2020).

e Agua

El agua cubre mas del 70% de la superficie del planeta, se encuentra en estado solido,

liquido y gaseoso a temperaturas y presiones que dispone el ambiente natural de ciertos



ecosistemas. Es un compuesto cuyas moléculas estdn formadas por 2 atomos de
hidrégeno unidas a un lado de 1 4&tomo de oxigeno, resultando en una molécula con
carga eléctrica positiva por un lado de la estructura y negativa por el otro al quedar
libres dos pares de electrones, es por esta razon que tienden a unirse con otras
moléculas de agua y forman puentes de hidrégeno atrayéndose por las cargas eléctricas
opuestas como se observa en la Figura 4 (Fernandez, 2012).

Figura 4

Estructura Quimica del Agua y su Atraccion por Diferencias de Cargas.
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Fuente: (https://chem.libretexts.org/, 2021).

En condiciones ambientales, el agua tiene una gran capacidad calorifica, alta tension
superficial y alta constante dieléctrica, es un excelente solvente polar para compuestos
polares y sales, sin embargo, al incrementar su temperatura los enlaces de hidrégeno
se desestabilizan provocando que la densidad (= 1g/ml) y la constante dieléctrica
disminuyan, consecuentemente, la polaridad del disolvente disminuye. Por otra parte,
en condiciones supercriticas el agua se comporta como un solvente apolar y presenta
una gran solubilidad para gases y componentes organicos, a pesar de ello, las
moléculas individuales del agua mantienen su caracteristica polar (Kruse & Dahmen,
2015).

e Glicerol

Es un compuesto tri-alcoholico, también llamado glicerina o 1,2,3-propanotriol
(nombre IUPAC), los tres grupos hidroxilo presentes en su estructura representada en
la figura 5 son los responsables de su alta solubilidad en el agua, forma enlaces de



hidrégeno de manera intramolecular e intermolecular. Su nombre deriva del griego
glykys que significa dulce, es llamado asi debido a que este compuesto es un liquido

incoloro de sabor dulce, tiene una alta viscosidad (1,5 Pa-s) y no presenta olor.

Figura 5

Estructura Quimica del Glicerol.
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Fuente: (Beatriz, Araudjo, & De Lima, 2011).

El glicerol actia como un agente humectante en todas las formulaciones de los
productos desinfectantes para manos, el empleo de este compuesto contrarresta el
efecto deshidratante que causa el etanol y ayuda a mantener la salud de la piel,
consecuentemente previene la irritacion y dafios de ésta. Un estudio realizado por
Menegueti et al., (2019) demuestra que el glicerol a una concentracion de 0,5% (v/v)
brinda un mejor cuidado a la piel a comparacién de concentraciones superiores. Por
otra parte, su presencia en las formulaciones de los productos desinfectantes ha
demostrado interferir levemente en la accién bactericida del producto (Suchomel et
al., 2013; Thomson & Bullied, 2020).

e Trietanolamina (TEA)

Segun Popoola et al., (2015) la trietanolamina (CsH1sNO3) pertenece a una familia de
compuestos organicos denominados etanolaminas, es una base débil que esta formado
por una amina terciaria y 3 grupos hidroxilo (Figura 6), en solucién es incoloro,
viscoso, posee un leve olor amoniacal, es miscible con el agua, etanol, acetona y
soluble en cloroformo. Se obtiene a partir de la reaccion del 0xido de etileno con
amoniaco en una solucién acuosa. La TEA tiene la capacidad de neutralizar acidos



grasos, solubilizar aceites y otros componentes no solubles en agua, ajustar y

amortiguar el pH, razén por la cual es ampliamente empleada en varias industrias.

Figura 6

Estructura Quimica de la Trietanolamina.
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Fuente: (de Avila, Logli, & Matos, 2015).

1.2.2. Accion desinfectante

La efectividad del gel antibacterial depende de la actividad microbicida y de la
concentracion del etanol en la formulacion, por lo general, es 6ptima a concentraciones
entre el 60 al 90% (v/v), ademas del volumen de gel aplicado y el tiempo de exposicion
en las manos. La actividad microbicida del etanol abarca una amplia gama de bacterias,
hongos y virus, sin embargo, es ineficaz contra esporas (Lin et al., 2020). EI volumen
de gel que se debe aplicar en las manos debe ser > 2mL para lograr una cobertura total
del area de las manos y consecuentemente una buena desinfeccion (Kampf et al.,
2013).

Una investigacion de Edmonds et al., (2012) demuestra que el gel antibacterial a una
concentracion del 70% (v/v) de etanol, con volimenes de aplicacién de 2 y 5mL, es
mas eficiente que las formulaciones con concentraciones superiores e inferiores,
cumpliendo con los requisitos predispuestos por la FDA (Food and Drug
Administration). La actividad microbicida de un gel al 90% (v/v) es inferior debido a
la rapida volatilizacion del etanol y a la ineficiente desnaturalizacion de las proteinas
de los microorganismos por la ausencia de agua, concluyendo asi que la efectividad

del gel antibacterial se reduce a concentraciones de etanol > 80%.



Los productos desinfectantes para manos con concentraciones superiores o iguales al
60% (v/v) de alcohol presentan una mayor eficacia de eliminacién e inhibicion de
microorganismos en comparacion al empleo de jabon, el tiempo recomendable de
frotacion del producto es de 20 a 30 segundos, no obstante, la presencia de suciedad
de distinta naturaleza en la mano puede reducir la efectividad de los desinfectantes,
razén por la cual se recomienda el lavado de manos en estos casos (Jing et al., 2020).

e Bacterias

Las células bacterianas cuentan con una membrana celular compuesta de fosfolipidos
que encierra todos sus componentes y los protege del medio exterior, estos fosfolipidos
estan formados por dos acidos lipidicos que le otorgan naturaleza hidrofobica (cola no
polar) y de un grupo fosfato de naturaleza hidrofilica (cabeza polar). El etanol presente
en el gel antibacterial es un disolvente orgénico de naturaleza anfifilica, es decir, tiene
una parte hidrofébica (cadena de hidrocarburos) y una hidrofilica (-OH), esto permite
que el etanol al entrar en contacto con la bacteria, se une y disuelve la cola lipofilica
provocando la ruptura de la membrana celular y la liberacion de todos los componentes
de su interior, adicional a esto, desnaturaliza las proteinas celulares liberadas, como se

demuestra en la Figura 2, provocando la muerte de la bacteria (Dastider et al., 2020).

e Virus

Previas investigaciones sugieren que el etanol es un buen agente viricida, siendo eficaz
en la inactivacion de virus envueltos y algunos virus sin envoltura, sin embargo, existe
poca informacion acerca de su mecanismo de accién. La envoltura de los virus esta
compuesta principalmente por bicas lipidicas derivadas de la membrana celular de la
célula huésped, conteniendo en su interior la capside formada por proteinas y el
material genético (Golin, Choi, & Ghahary, 2020; Lin et al., 2020).

1.2.3. pH del gel desinfectante para manos

El pH de la piel generalmente es &cido en todas las partes del cuerpo, encontrandose
dentro del rango de pH 4,1 — 5,8 con una media de 4,9. En algunas zonas del cuerpo,

el pH se eleva hasta un valor cercano a 7, esto se da en las brechas fisiol6gicas como
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las axilas, dedos, ano e ingle, esto favorece al desarrollo de infecciones. El pH de los
recién nacidos es cercano a 6, tiende a estabilizarse al pH fisioldgico luego de 17
semanas de nacido hasta los 50 afios, donde se incrementa a un rango a 4,7 - 5,0 en

mujeres posmenopausicas (Proksch, 2018).

Surini et al., (2018) mencionan que el pH de los geles antibacteriales debe ajustarse
al pH de la piel para evitar efectos adversos durante su uso y mantener una piel
saludable, ademas, se sugiere que una buena formulacién de gel es aquella que

presenta un pH entre 45y 6,5.

1.2.4. Regulacion de los desinfectantes para manos

En Estados Unidos de Norteamérica, los productos desinfectantes para manos a base
de alcohol son considerados como medicamentes de venta libre debido a la
emergencia sanitaria provocada por el COVID-19, la FDA brinda la formulacion y
protocolo de elaboracion de estos productos que, si son llevados a cabo bajo las
condiciones y metodologia descrita por esta organizacion, ademas de realizarse con lo
dispuesto en las Buenas préacticas de fabricacion (GMP) y registrar la planta de
produccion en la lista de la FDA, no requieren de algun otro registro. También se
especifica que los desinfectantes para manos deben contener de 60 a 95% de etanol o
de 70 a 91,3% de alcohol isopropilico (Gold, Mirza, & Avva, 2021).

En Europa, los geles antibacteriales a base de alcohol tienen la posibilidad de Ilevarse
al mercado bajo dos diferentes normativas, si no se declara ninguna actividad biocida
del producto pueden seguir el Reglamento de productos cosméticos (Reglamento (UE)
N°1223/2009, 2009), por otra parte, se puede aplicar el Reglamento de productos
biocidas (Reglamento (UE) N°528/2012, 2012) si se especifica que el producto
contiene una sustancia activa como biocida de higiene humana (Villa & Russo, 2021).

En Ecuador, el articulo 7 de la RESOLUCION ARCSA-DE-015-2020-LDC
especifica que aquellos productos desinfectantes que contienen alcohol, como los geles
antibacteriales, deben cumplir la condicidn de presentar una concentracion de alcohol
mayor o igual al 60% e inferior al 70% (ARCSA, 2020).
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1.3. Alcohol artesanal

Segun llibay et al., (2021) la produccion de alcohol artesanal (etanol) en Ecuador

emplea la cafia de azUcar como materia prima, se puede utilizar el jugo de cafia

(guarapo) de manera directa o la melaza (subproducto de la produccion de azdcar),

generalmente, este proceso se lleva a cabo bajo condiciones rudimentarias y pocas

veces es regulado por las autoridades correspondientes, el proceso de produccion de

alcohol artesanal se detalla a continuacion:

Etapa 1: la produccion inicia con la molienda de la cafia de azucar,
comUnmente se emplea un trapiche asociado a un motor en donde se obtiene
directamente el jugo de cafia.

Etapa 2: el jugo de cafia pasa por un proceso de filtracion que separa los sélidos
provenientes de la etapa anterior, por lo regular se emplea una malla fina.
Etapa 3: se le agrega levadura para iniciar la etapa de fermentacion y se deja
en reposo por un lapso de 48h, los azlcares presentes en el medio se
transforman en etanol y didxido de carbono por accion de las levaduras.
Etapa 4: el guarapo fermentado se destila empleando calor, la temperatura
debe estar regulada para que se evapore Unicamente el etanol, separandolo de
residuos innecesarios.

Etapa 5: el etanol en estado gaseoso pasa por un serpentin de enfriamiento
para condensarse y recolectarlo en un recipiente limpio. Se mide el grado

alcohdlico mediante un alcoholimetro de vidrio.

1.4. Aceites esenciales

La Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO 9235:2021) menciona que

aceite esencial es la definicion otorgada al producto que se obtiene a partir de materias

primas vegetales mediante la técnica de destilacion por vapor de agua, destilacion en

Seco 0 con procesos mecanicos en el caso del epicarpio de los frutos citricos (1SO,

2021).
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Los aceites esenciales son compuestos naturales volatiles, se presentan como liquidos
con un fuerte aroma caracteristico de la materia prima empleada en su extraccion,
tienen una densidad menor a la del agua y son solubles en disolventes organicos y
lipidos, estos compuestos pueden presentarse en todos los organulos de la planta, por
lo general, son almacenados en las células secretoras, cavidades, células epidérmicas,
entre otras. Los metabolitos secundarios presentes en los aceites esenciales tienen
propiedades antisépticas, pueden frenar o inhibir el crecimiento de una amplia gama
de bacterias, levaduras y mohos, también presentan efectos antioxidantes, sedantes,
antiinflamatorios, etc., por lo que son empleados en diversas industrias con distintos

propositos (Nazzaro et al., 2013).

1.4.1. Composicion quimica

Segln Hanifet al., (2019) los aceites esenciales puros son una mezcla de hasta
aproximadamente 200 componentes, en su mayoria, son derivados fenilpropanicos o
terpenos. Se componen de una fraccion volatil que representa el 90 - 95% del peso
total del aceite, estos son monoterpenos, sesquiterpenoides y sus derivados, los
alcoholes, aldehidos alifaticos y ésteres presentes también forman parte de esta
fraccion. Por otra parte, del 1 al 10% del peso total del aceite es compuesto por residuos
no volatiles como hidrocarburos, acidos grasos, flavonoides, ceras y carotenoides. Los

compuestos que conforman los aceites esenciales pueden ser:

e Hidrocarburos: son compuestos formados por carbonos e hidrégenos, en los
aceites esenciales, la principal unidad base de hidrocarburos que se encuentra
es el isopreno (CH>=C (CHs) -CH=CH), de éste se derivan los terpenos e
isoprenoides.

e Terpenos: son compuestos organicos con accién antiséptica, bactericida,
antiviral y antiinflamatoria, se forman a partir de la combinacion de varias
unidades de isopreno, 2, 3 y 4 de estas unidades forman los monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos. Son los compuestos mas representativos de los

aceites esenciales.
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e Alcoholes: son compuestos microbicidas, en los aceites esenciales se presentan
en combinacion con los terpenos y ésteres o en forma libre, por ejemplo, los
monoterpenos unidos a un grupo hidroxilo se denominan monoterpenoles.

e Aldehidos: su presencia en el aceite esencial es de suma importancia dentro
del &mbito farmacéutico y medicinal debido a su actividad antifungica,
bactericida y antiviral.

e Acidos organicos: se presentan en forma libre a muy bajas concentraciones,
entre ellos, el acido benzoico y el &cido cinamico que actdan como sistemas
tampon que regulan la acidez del aceite esencial.

e Esteres: su presencia en los aceites esenciales esta relacionada con efectos
calmantes naturales y equilibrantes sobre el sistema nervioso.

e Cetonas: favorecen la cicatrizacion de heridas y la reparacion de la epidermis,
dependiendo de la especie de la que se extraiga el aceite esencial, se pueden
encontrar cetonas de naturaleza toxica.

e Lactonas: son compuestos antinflamatorios, expectorantes y calman
inflamaciones, su accion resulta tener una mayor eficacia en comparacion con

las cetonas.

La composicion de los aceites esenciales es distinta en cada especie vegetal, pueden
ser una mezcla de unas pocas sustancias individuales o de centenas de éstas. El olor de
un aceite esencial esta relacionado a la estructura quimica y a la volatilidad de una
sustancia individual o caracteristica, mas no de la concentracion a la que se presente
este compuesto. Los constituyentes caracteristicos y mas frecuentes de los aceites

esenciales se pueden observar en la Figura 7.
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Figura 7

Estructuras Quimicas de los Compuestos M&s Frecuentes en los Aceites Esenciales.
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Fuente: (Turek & Stintzing, 2013).

1.4.2. Accion antimicrobiana

Segln Nazzaro et al., (2013) la estructura de la pared celular presente en las bacterias
Gram positivas cuenta Unicamente con una gruesa capa de peptidoglicano que no
impide el paso de moléculas hidrofobicas hacia el citoplasma, alterando la estructura
de la membrana citoplasmatica en su camino, por otra parte, las bacterias gran
negativas cuentan con una pared celular mas compleja, tienen una delgada capa de
peptidoglicano unida a una membrana externa que dificulta el paso de sustancias hacia
el interior de la célula, esto provoca que las bacterias Gram negativas presenten mayor
resistencia a la actividad antibacteriana de los aceites esenciales en comparacion a las
Gram positivas. La actividad bactericida no solo puede afectar a la envoltura celular,
sino también al citoplasma, los mecanismos de accion incluyen: degradacion de la
pared celular, desnaturalizacion de las proteinas y ruptura de la membrana
citoplasmatica, aumento de la permeabilidad de la membrana (fuga de contenido
celular) por alteraciones estructurales a causa de la interaccion con los acidos grasos,

coagulacion del citoplasma, entre otros especificados en la Figura 8.
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Figura 8

Mecanismos de Accion Antibacteriana de los Aceites Esenciales.
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Fuente: (Nazzaro et al., 2013).

La actividad antifungica de los aceites esenciales esta relacionada a las alteraciones
estructurales de las membranas y organulos, asi como la inhibicién de la sintesis de
proteinas. La actividad fungicida depende de los compuestos presentes en los aceites
esenciales, por lo general, los terpenos y terpenoides son los compuestos que

desencadenan los mecanismos de accion antifangica, que son: alteracion e inhibicién

de la pared celular, degradacion de la membrana celular y la

formacion al inhibir la sintesis de ergosterol, disfuncion de mitocondrias al interferir

con la funcioén de las deshidrogenasas, inhibicién de las bombas de flujo de electrones
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y la generacion de especies reactivas de oxigeno (Nazzaro et al., 2017).
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1.4.3. Métodos de extraccién

Existen diversos métodos de extraccion que se pueden emplear para la obtencion de
los aceites esenciales, por lo general, se emplea un método considerando el propdsito
que se le dé al aceite esencial debido a que éstos pueden alterar la cantidad, calidad y
propiedades del producto. Por ejemplo, en la industria farmacéutica y alimentaria
comunmente se emplea el método de extraccion por arrastre de vapor para aprovechar
las propiedades microbicidas y antioxidantes del aceite esencial, mientras que para la
elaboracion de perfumes es preferible aplicar una extraccion con disolventes lipofilicos
(Bakkali et al., 2008). Ademas, se conoce que las condiciones medioambientales,
geogréficas, polinizacién cruzada, entre otros factores, influyen en la produccion de
los metabolitos secundarios en la planta, asi como de otros componentes que

conforman el aceite esencial (Manion & Widder, 2017).

Segln Asbahani et al., (2015) los métodos mas conocidos empleados en la extraccion
de aceites esenciales pueden agruparse y formar 2 clasificaciones:

e Meétodos clasicos o convencionales

Hidrodestilacion: es el método mas simple de emplear, la materia prima vegetal y el
agua se colocan juntos en el alambique de destilacion, se eleva la temperatura hasta
comenzar la ebulliciéon de la inmersidn, el lecho de destilacion esta acoplado a un
condensador que enfria el vapor del aceite esencial y del agua para cambiarlos a su
estado liquido, esta mezcla pasa a un decantador en donde por diferencia de densidades
se separa el aceite esencial. Segin Tongnuanchan & Benjakul, (2014) esta técnica
permite extraer aceites esenciales a temperaturas cercanas a los 100°C y protege sus

propiedades organolépticas.

Arrastre por vapor de agua: aplica el mismo principio que la hidrodestilacion, sin
embargo, la materia vegetal no entra en contacto directo con el agua en estado liquido,
este método emplea temperaturas superiores a los 100°C en donde el vapor arrastra
todos los compuestos volatiles y algunos hidrofilicos que conforman los aceites
esenciales. Se han desarrollado variantes de este método como: la hidrodestilacion de

vapor que consta de una rejilla que separa el material vegetal del agua dentro del
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alambique; la destilacién por vapor en donde el vapor es generado en un equipo o
sistema fuera del alambique, la corriente de vapor se dirige desde la parte inferior de
la columna de destilacion hasta la superior; por ultimo, la hidrodifusion en donde el

vapor se dirige en sentido contrario que la destilacion por vapor.

Extraccion con solventes orgénicos: el material vegetal se macera en un disolvente
orgénico, puede ser el etanol, metanol, acetona, hexano o el éter de petrdleo.
Posteriormente, se calienta la mezcla, se filtra y se concentra el extracto mediante la
evaporacion del solvente, por lo general, el concentrado se presenta como una cera, se
le agrega alcohol puro y mediante una destilacion a baja temperatura se obtiene
finalmente el aceite esencial. La ventaja de este método es que se puede trabajar a bajas
temperaturas, por lo que las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del aceite
esencial no se ven afectadas, no obstante, pueden presentar residuos que contaminan
los alimentos o matrices en las que se aplique el producto de extraccion (Asbahani et
al., 2015; Tongnuanchan & Benjakul, 2014).

Prensado en frio: es un método mayormente empleado para la extraccion de los
aceites esenciales de la cascara de los frutos citricos, prensas frias destruyen los sacos
o glandulas que contienen los compuestos volétiles en el exocarpio del fruto, dando
como resultado una emulsion acuosa, finalmente, el aceite esencial puede recuperarse

mediante centrifugacion.

e Meétodos avanzados o innovadores

Extraccién con fluidos supercriticos: el estado supercritico de un fluido se alcanza
con su temperatura y presion critica, en este estado, se alteran las propiedades
fisicoquimicas del compuesto empleado. Por lo general, en este método se emplea el
didxido de carbono debido a su baja Tc (31,2°C) y Pc (72,9amt), es delicado con los
principios activos de los aceites esenciales, se puede eliminar facilmente, en el
mercado se obtienen con alta pureza, entre otras peculiaridades. EI método se basa en
comprimiry calentar el CO> hasta alcanzar su estado critico, éste entra en contacto con
el material vegetal extrayendo los compuestos volatiles y lipofilicos, posteriormente,

el extracto se dispone en separadores en donde se va descomprimiendo el COg,
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perdiendo su accién como disolvente y separandose del aceite esencial, por ultimo, el

dioxido de carbono puede ser recuperado y reutilizado.

Extraccion con liquidos subcriticos: por lo general se emplea el agua y el didxido de
carbono en este método, obteniendo aceites esenciales de mejor calidad con el CO2, el
estado subcritico se alcanza sobrepasando la Pc y empleando una temperatura menor
a Tc, o viceversa. Si se emplea el CO., se trabajan con temperaturas de 31°C a 55°C y
presiones de 0,5MPa a 7,4MPa. Este método sigue el mismo procedimiento que la
extraccion con fluidos supercriticos, sin embargo, al trabajar con temperaturas bajas
los aceites esenciales se ven menos degradados en comparacion con los métodos

tradicionales.

Extraccidon asistida por ultrasonido: el material vegetal es sumergido en un solvente
organico o en agua, posteriormente se somete a ondas ultrasonicas frecuencia de
20kHz — 1 MHz, esto provoca la vibracion y ruptura de las paredes y membranas
celulares vegetales, liberando el aceite esencial contenido en éstas. La ventaja de
emplear este método radica en que permite trabajar con bajas temperaturas, reduce el

tiempo y aumenta el rendimiento de extraccion.

Extraccion asistida por microondas sin disolventes: cominmente se emplean
frecuencias cercanas a 2450MHz, este método se basa en aprovechar la energia de
calentamiento por microondas y la destilacion en seco. EI material vegetal es sometido
a las ondas electromagnéticas provocando que el agua presente en el tejido vegetal se
caliente, consecuentemente, las células y las glandulas oleiferas exploten, liberando el

aceite esencial y agua que son evaporados y separados.

Caida de presion instantanea controlada: este método se basa en la evaporacion
abrupta de los compuestos volatiles de los tejidos vegetales, primero se disminuye la
presién llevando al vacio el material vegetal en un tanque, después se le afiade vapor
de agua saturado bajo T y P controladas, posterior a esto, el vacio creado se relaja
instantaneamente y la presion vuelve a la normalidad (presion atmosférica), se

recolecta el extracto que, por lo general, se presenta como una emulacion acuosa.

También existen metodologias que combinan los principios anteriormente descritos

con la finalidad de mejorar el rendimiento de extraccion de los aceites esenciales o de
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emplear energias verdes, como es el caso de la hidrodifusion e hidrodestilacion asistida

por microondas, destilacion al vapor de microondas, entre otras.

1.4.4. Aceite esencial de naranja (Citrus sinensis)

El aceite esencial de naranja se encuentra almacenado en las células oleosas del
exocarpio del fruto del naranjo, tienen muchas aplicaciones en distintas industrias,
especialmente en la alimentaria y farmacéutica debido a que tiene propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, cardioprotectores, antibacterianas, antimicéticas,
anticancerigenas (mediante apoptosis), entre otras. Su aplicacion en productos
cosméticos esta relacionado a su accion microbicida, agradable olor, regula del pH de
la piel, promueve la formacién de colageno, etc. (Razola et al., 2021; Wang et al.,
2019).

El método comunmente empleado en la industria alimenticia y la farmacéutica para la
extraccion del aceite esencial de naranja es la destilacion por arrastre de vapor de agua.
La composicidon quimica del aceite esencial varia a consecuencia de la calidad del
fruto, condiciones geograficas y medioambientales del cultivo, tiempo de cosecha,
entre otros factores, no obstante, el D-limoneno (Figura 9) siempre se presenta como
el compuesto méas abundante de la mezcla que conforma el aceite esencial de naranja,
representa la mayor parte del peso total, ademas de contener otros componentes

volatiles a muy bajas concentraciones (Gavahian, Chu, & Khaneghah, 2018).

Figura 9
Estructura Quimica del D-Limoneno.
H,C
\Illn- C:H3
H;C

Fuente: (Kim et al., 2013).
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El contenido de limoneno en el aceite esencial de la naranja dulce oscila entre el 68 -
98% del peso total, por ejemplo, caracterizaciones de los aceites esenciales de C.
sinensis provenientes de Uganda y Ruanda (paises africanos) denotan que sus
compuestos principales son el limoneno al 87,9 y 92,5%, el mirceno al 2,4 y 2,0%, o-
pineno al 0,5y 2,4% y el linalool al 1,2 y 0,9% respectivamente (Golmohammadi et
al., 2018).

1.5. Hidrolatos

El método de defensa de las plantas ante plagas y agentes patdgenos se basa en la
produccién de compuestos con actividad antimicrobiana, para obtener estas sustancias,
comunmente se emplea el método de hidrodestilacion y arrastre de vapor de agua,
dando como resultado de extraccion una porcion lipofilica (producto principal)
denominado aceite esencial y una acuosa (subproducto) llamada hidrolato, ambos con

una amplia variedad de aplicaciones en diversas industrias (Bueno et al., 2021).

Por lo general, los extractos de las plantas son empleados en productos cosméticos ya
que su actividad antioxidante, antiinflamatorios, antienvejecimiento, humectantes,
cicatrizantes, entre otros, son ampliamente reconocidas y aprovechadas para potenciar
y preservar dichos productos con compuestos naturales que favorezcan al cuidado de
la piel (Halla et al., 2018).

1.5.1. Composicién quimica y actividad biolédgica

Los hidrolatos también son llamados hidrosoles o aguas aromaticas, se componen en
gran medida del agua introducida en el proceso de extraccion del aceite esencial, del
agua y compuestos hidrofilicos presentes en las células del tejido vegetal y de algunos
compuestos volatiles hidrosolubles en pequefias concentraciones (menos de 1g/L).
Empleando los métodos de destilacion en los materiales vegetales que presentan un
bajo contenido de aceite esencial se obtiene Unicamente el hidrolato. Las diferencias

de los hidrolatos de sus respectivos aceites esenciales radican en sus aromas Yy
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actividades bioldgicas, siendo mucho mas leves y reducidas en los hidrolatos
(Prusinowska et al., 2015).

La actividad biologica de los hidrolatos depende de los grupos funcionales presentes
en los componentes que lo conforman, entre estos, los grupos aldehido, fenol, cetona,
alcohol, fenol metil éter y éter (D’Amato et al., 2018). Los hidrosoles contienen
cantidades moderadas de los principios activos de las plantas, razén por la cual su uso
en la medicina popular y su consumo no es riesgoso en comparacion con los aceites
esenciales, éstos Ultimos presentan actividades bioldgicas muy agresivas (Hamedi et
al., 2017).

El potencial antioxidante de los hidrosoles es una caracteristica de gran interés en la
industria de los cosméticos y de alimentos, la capacidad de inhibir los procesos de
oxidacion puede prolongar la vida util de los productos de estas dos grandes industrias,
ademas, tiene la capacidad de prevenir enfermedades y controlar el envejecimiento de
la piel (Jakubczyk et al., 2021).

1.5.2. Accion antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los hidrolatos se relaciona estrechamente con las
sustancias activas que presenta el material vegetal, en algunos casos, los compuestos
principales encontrados en los aceites esenciales difieren de los presentes en sus

respectivos hidrolatos (Inouye et al., 2008).

Los mecanismos de accion microbicida de los hidrolatos no estan detallados con
exactitud, sin embargo, varios estudios demuestran que los hidrolatos obtenidos a
partir del tomillo, albahaca, clavo, entre otros, poseen propiedades antibacterianas y
antifungicas. A diferencia de los aceites esenciales, los hidrolatos de Artemisia
pedemontana, A. absinthium, Thymus y Lavandula también denotan una fuerte
actividad nematicida contra M. javanica (Gonzalez et al., 2019; Prusinowska et al.,
2015).

Segun Sitarek et al., (2020) estos mecanismos de accién microbicida son variados,

generalmente suelen estar relaciones con la inhibicion y blogueo de la sintesis de
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algunos componentes indispensables para determinados microbios. Ademas, algunos
principios activos de los extractos también pueden irrumpir en la fijacion y

colonizacidn del virus en una célula huésped.

Su actividad microbicida se evidencia en el hidrosol de Epilobium parviflorum, con
una composicion del 70% (v/v) de agua muestra una eficiente inhibicion de bacterias
Gram positivas, Gram negativas y levaduras, esto se debe a la presencia de
monoterpenoides como la carvona, isomentona, el linalool, entre otros (Bajer et al.,
2017).

1.5.3. Hidrolato de manzanilla (Matricaria chamomilla)

La manzanilla es una planta que no requiere muchos cuidados para su cultivo, se
adapta a distintos climas y se encuentra difundida en el continente europeo y en el
americano, su uso en la industria cosmética estd relacionado con propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, cicatrizantes y tonificantes (Meza & DicovskKiy,
2020).

Los extractos de las flores de manzanilla (hidrolato) presentan glucésidos flavonoides
como principales constituyentes hidrosolubles, estos componentes son los
responsables de la pigmentacion de las flores, ademas, también presenta constituyentes
fenolicos como el acido clorogénico, &cido vanilico, acido p-anisico, entre otros, asi
como cumarina y flavonoides con agliconas. Estos componentes pueden variar
conforme a la especie de manzanilla, procedencia, método de secado y de obtencion
del hidrosol (Novakova et al., 2010).

Segun Sharafzadeh & Alizadeh, (2011) la actividad biologica de la manzanilla radica
en los flavonoides quercetina, apigenina, patuletina, luteolina y los metabolitos
secundarios presentes en el aceite esencial como los terpenoides a-bisabolol y sus
especies oxidadas, camazuleno, esquiterpenos entre otros. Su uso en la medicina,

alimentos y cosméticos se considera seguro segun la FDA.
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1.6. Objetivos

1.6.1. Obijetivo general

Elaborar un gel antibacterial a partir de alcohol artesanal con hidrolato de manzanilla

(Matricaria chamomilla) y aceite esencial de naranja (Citrus spp.).

1.6.2. Objetivos especificos

e Extraer el aceite esencial de la cascara de naranjay el hidrolato de la manzanilla

empleando el método de destilacion por arrastre de vapor de agua.

e Rectificar el alcohol artesanal mediante destilacion segun lo establecido en la
norma INEN 340:2016.

e Encontrar la formulacion 6ptima del gel antibacterial elaborado a partir de

alcohol artesanal con hidrolato de manzanilla y aceite esencial de naranja.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos

e Alcohol artesanal
e Agua potable

e Agua destilada

e Carbopol 940

e Trietanolamina

2.1.2. Equipos e insumos

e Balanza analitica

e Balanza de mostrador

e Balanza de precision PCE-BSH 10000
e Potenciometro digital Milwaukee 805
e Columna de destilacion

e Caldero

e Serpentin de enfriamiento

e Espectrometro de infrarrojo (FTIR) Perkin Elmer Spectrum TWO
e Alcoholimetro de vidrio

e Viscosimetro rotacional

e TermOmetro

e Agitador eléctrico

e Computadora

e Exprimidor eléectrico
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e (Céscaras de naranja

e Manzanilla

e Embudo de separacion

e Vasos de precipitados

e Colador

e Cedazo de aluminio

e Pipetas

e Perade succion

e Toallas de papel

e Pisetas

e Embudos

¢ Recipientes plasticos (20L, 8L, 2L)

e Frascos de vidrio &mbar (5mL, 250mL)
e Frascos de plastico (100mL, 1000mL)

2.2. Métodos

2.2.1. Pretratamiento de la materia prima

Las naranjas fueron adquiridas en el Mercado Mayorista de la ciudad de Ambato, se
lavaron cuidadosamente con agua y detergente para eliminar el polvo y otros
contaminantes, se separ6 el jugo de naranja con un exprimidor eléctrico, las cascaras
que no presentaban dafios fisicos o alteraciones por microorganismos fueron
seleccionadas para retirarles la pulpa y el mesocarpio, finalmente se trocearon y

deshidrataron secandolas al sol por aproximadamente 5 horas.

La manzanilla se recolecté en una localidad de San Antonio de Pasa en Tungurahua,
se separ0 cuidadosamente las flores del resto de la planta para posteriormente
deshidratarlas bajo el sol durante 5 horas.
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2.2.2. Extraccion del aceite esencial de naranja

Se utilizé el método de destilacion por arrastre de vapor de agua, 27,5kg de céscaras
de naranja secas fueron colocadas dentro del lecho de destilacion de la Empresa
D”"SANPI, mediante un sistema de tuberias se conect6 el caldero y el serpentin de
enfriamiento por la parte inferior y superior del tanque respectivamente como se
observa en la Figura 10. El vapor de agua (100-115°C) proveniente del caldero entrd
en contacto con el material vegetal y arrastro los compuestos volatiles e hidrosolubles
hacia el sistema de condensacidn. En la salida del serpentin de enfriamiento se acopld
un embudo de decantacion en donde se separd el aceite esencial de naranja del
hidrolato por diferencia de densidades. Finalmente, el aceite esencial se recolectd en

un frasco de vidrio ambar y se lo almacen6 en un lugar oscuro.

Figura 10

Equipo de Destilacion por Arrastre de Vapor de Agua.

La columna de destilacion indicd una presion de 1psi y el tiempo de extraccion durd

aproximadamente 4 horas.
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Se calcul6 el rendimiento de extraccion mediante la siguiente ecuacion:

W,
2E 4100

% Rendimiento (B) =
p MV

Ec.1

En donde:

o Wae: peso en kg del aceite esencial obtenido.

e  Wwv: peso en kg de la materia prima empleada para la extraccion.

2.2.3. Obtencion del hidrolato de manzanilla

Se aplico la misma metodologia descrita en el apartado 2.2.2, en este caso se recolectd
el aceite esencial y el hidrolato resultante del proceso de extraccidn, posterior a esto,
se eliminaron los restos de las flores de manzanilla presentes en el hidrolato con un

colador y se lo almacen6 a temperatura ambiente en un contenedor oscuro.

Para este proceso, se emplearon 5kg de material vegetal y el tiempo de extraccion del

aceite esencial de manzanilla durd 1 hora.

2.2.4. Caracterizacion del aceite esencial de naranja y del hidrolato de

manzanilla.

Para identificar de los compuestos presentes el aceite esencial de naranja y en el
hidrolato de la manzanilla, se obtuvieron sus respectivos espectros en el Espectrometro
de infrarrojo por transformada de Fourier (Perkin EImer Spectrum TWO) por medio
del Laboratorio de Control y Analisis de Alimentos (LACONAL). La investigacion se
llevo a cabo con un rango de nimero de onda de 4000 a 550cm™. Los espectros
infrarrojos fueron analizados y comparados con la informacion disponible en

bibliografia.
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2.2.5. Rectificacion del alcohol artesanal

El alcohol artesanal fue rectificado empleando el método de destilacion en base a los

principios establecidos en la norma INEN 340, (2016).

Un volumen total de 40L del alcohol artesanal al 61% v/v fue introducido en el lecho
de destilacion de la Empresa D"SANPI y se acopl6 un serpentin de enfriamiento en la
salida del sistema, posteriormente, se elevo la temperatura del tanque mediante el
fuego directo de una hornalla de gas asociada en la parte inferior del equipo para iniciar
el proceso de destilacion como se visualiza en la Figura 11, por altimo, se recolectd el

alcohol rectificado en 2 recipientes oscuros de 20L (canecas).

Figura 11

Equipo de Rectificacion del Alcohol Artesanal por Destilacion.

Ademas, se colocaron 6,9kg de cascaras de naranja secas en la parte superior del lecho
de destilacion con la finalidad de reducir el aroma caracteristico del alcohol artesanal,
las cascaras no tuvieron contacto directo con el alcohol, fueron separadas por una

rejilla.
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Se tomaron muestras del alcohol rectificado en la salida del serpentin de enfriamiento
y se midid su concentracion de etanol con un alcoholimetro de vidro en los tiempos:

5min, 15min, 25min, 35min, 45min, 55min, 65miny 75min.

El proceso de destilacion se detuvo cuando la concentracion del alcohol rectificado en
la salida del sistema descendié hasta el 80% (v/v), concentracion necesaria para
elaborar el gel antibacterial.

2.2.6. Elaboracion del gel antibacterial

Se empled el procedimiento descrito por Surini, Amirtha, & Lestari, (2018) con
ciertas modificaciones realizadas partir de pruebas piloto llevadas a cabo en el
laboratorio de D'SANPI del 2 al 5 de agosto del 2021.

Para elaborar 1kg de gel antibacterial, se disolvieron 6,5g de carbopol tamizado en
117g de hidrolato de manzanilla dentro de un recipiente de 2L, se le aplic6 una
agitacion fuerte (200rpm) hasta formar una mezcla muy viscosa y se la dejé reposar
por 30 minutos, previamente se le agregd 0,1g de trietanolamina (TEA) al hidrolato
para regular el pH y facilitar la disolucién del carbopol, por otra parte, se diluyé 1g de
aceite esencial de naranja en 875g de alcohol rectificado al 80%. Luego se vertio el
alcohol con el aceite esencial diluido en la mezcla del hidrolato y carbopol, finalmente,
se le agreg0 0,4g de TEA y se agito hasta lograr la consistencia de un gel. En la Figura

12 se puede visualizar el proceso de elaboracion de manera mas sencilla.
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Figura 12

Diagrama de Flujo de la Elaboracion del Gel Antibacterial.

-Hidrolato de
manzanilla (117g)
-Carbopol (6,50)
-TEA (0,19)

Disolver con
agitacion fuerte

Disolver con
agitacion débil

-Alcohol rectificado
80% viv (8759)
-Aceite esencial de

¢El carbopol si
disolvié
ompletamente >

Mezclar

naranja (1g)

IR

no

cTiene |3
consistencia
adecuada de u

Si-

-TEA (0,49)

Almacenamiento [—» Fin

Empleando el mismo procedimiento, se elaboraron 5 formulaciones del gel

antibacterial con distintas concentraciones (p/p) del aceite esencial de naranja y del

hidrolato de manzanilla, las cantidades que se emplearon en las formulaciones y su

codificacion se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2

Cantidad del Aceite Esencial de Naranja y del Hidrolato de Manzanilla en las 5

Formulaciones.

Codificacion de la

Concentracion (p/p)

Wae por kg de  Wnm por kg de

formulacion del AE. de naranja gel gel
GAF1 0,1% 19 117g
GAF2 0,5% 59 1139
GAF3 1,0% 10g 108g
GAF4 1,5% 159 103g
GAF5 2,0% 20g 98¢

Nota: WaE se define como peso de aceite esencial y Whwm es el peso del hidrolato.
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2.2.7. Evaluacion de las formulaciones del gel antibacterial

Se midid 5 veces la viscosidad de todas las formulaciones mediante el viscosimetro
rotacional QUIMIS de la Figura 13, se trabajo con la aguja N°4 a una velocidad de
40rpm en todos los casos. Los datos obtenidos se analizaron mediante un disefio
experimental completamente aleatorizado de un solo factor (Tabla 3) empleando el
programa estadistico IBM® SPSS® Statistics, Version 21.

Figura 13

Viscosimetro Rotacional Relativo QUIMIS.

Tabla 3

Disefio Completamente Aleatorizado de la Medicion de Viscosidades.

Formulaciones

T1 T2 T3 T4 3
Y Y2 Y1 Ya Ys1
Y12 Y22 Y32 Ya2 Ys2
Y13 Y3 Y33 Ya3 Y3
Y14 Y24 Y34 Yas Yss
Y15 Y25 Y35 Y5 Y'ss
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Yij=p + 11+ &jj
En donde:

e Yij representa la variable dependiente (viscosidad).
e es la media global de todos los tratamientos.
e 1ies el factor de estudio (concentracion de aceite esencial).

e ¢ij representa el error experimental.

Se empled un analisis de varianza, con un nivel de significancia del 5%, para evaluar
diferencias significativas entre la viscosidad promedio de las 5 formulaciones y
determinar si la concentracién de aceite esencial de naranja influye en la viscosidad

del producto final.
Ho: Mo,19% = Mo5% = M1% = H1,5% = Koo

Hi: Wi # pj para ningan i # j

Ademas, se analizaron las propiedades organolépticas (color, olor y consistencia) del
gel antibacterial mediante evaluaciones sensoriales de 10 evaluadores de diferentes
edades (entre 18 y 65 afios) y profesiones. Cada evaluador calificé 3 formulaciones
aplicando una escala hedonica de 5 puntos (Tabla 9, Anexo B), primero se evaluo el
color del gel antibacterial a simple vista, luego se aplicaron aproximadamente 2mL del
gel en las manos para evaluar su consistencia y olor. Se les otorgé una mayor
ponderacion a los geles transltcidos y de alta viscosidad, en el caso del olor, se evaluo
la intensidad y la persistencia del aroma a naranja, ademas, se considero la ausencia
del aroma caracteristico del alcohol artesanal. Los evaluadores se lavaron las manos

con agua y jabon sin aroma entre cada aplicacion.

Este procedimiento se repitio en los 2 dias posteriores, el promedio de los resultados
de cada propiedad organoléptica obtenidos durante los 3 dias fue su calificacion final.
Para procesar los resultados se utilizo el disefio experimental de bloques incompletos
balanceados (DBIB) presente en la Tabla 4 empleando el programa estadistico IBM®
SPSS® Statistics, Version 21.
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Tabla 4

Disefo de Blogues Incompletos Balanceados para Cada Propiedad Organoléptica del
Gel Antibacterial.

_ Bloques
Tratamientos
2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 Yuu Y - - - Yis Y1z Yis Yo -
T2 Y21 - Y23 - Y25 - Yo7 - Y29 Yoo
13 - - Y3z Yz - Y3z Y3z Yas - Yaw
T4 Yar Ya - Yas Yas  Yae - - - Ya
15 - Ys2  Ysz  Ysa  Yss - - Yss Yo -

Yij=p + i+ pj +eij
En donde:

e Yij representa la variable dependiente del tratamiento i y al bloque j.
e es la media global.

e 1ies el efecto debido al tratamiento 1.

e [} es el efecto debido al bloque ;.

e ¢ij representa el error experimental.

Los parametros que caracterizaron este disefio son los siguientes:
t=5r=6,b=10,k=3,N=30yA=3

t: nUmero de tratamientos.

b: nimero de bloques.

k: namero de tratamientos en cada bloque.

r: numero de veces que se repite cada tratamiento en el disefio.

N: nimero total de observaciones en el disefio.

A: nimero de veces que cada par de tratamientos ocurren juntos.
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Se empled un analisis de varianza para evaluar si existen diferencias significativas
entre cada propiedad organoléptica de las 5 formulaciones y determinar si la

concentracion de aceite esencial de naranja influye en éstas.
Ho: Mo,19 = Mo5% = H1% = H1,5% = H2%

H1i: Wi # pj para ningln i # j

En este disefio la variabilidad total (SCT) es igual a la suma de SCrrat+, SCg Y SCE,

en donde la SCrrat+ es la suma de cuadrados ajustada entre los tratamientos.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Rendimiento de extraccion del aceite esencial de naranja y manzanilla

mediante destilacion por arrastre de vapor

Tabla 5

Rendimiento de Extraccion de los Aceites Esenciales.

W en kg del Rendimiento de

_ W en kg del ) _ _,
Material vegetal ) aceite esencial extraccion %
material vegetal _
obtenido (p/p)
Céscaras de naranja 27,5 0,0615 0,22
Flores de manzanilla 5 0 0

En la Tabla 5 se observa que el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de
naranja fue de 0,22% (p/p), este valor es bajo en comparacion al resultado obtenido
por Dewi, Prastyo & Wijana, (2018) del 0,63% (p/p) empleando la misma
metodologia, esta diferencia se le puede atribuir a la composicién y procedencia de la
materia prima, Sagaste et al., (2015) le otorgaron validez a este criterio al obtener un
rendimiento de extraccion dos veces superior en Citrus sinensis cultivada en Sonora
en México, comparadas con el rendimiento de Citrus sinensis procedente de California

en Estados Unidos con idéntica metodologia y condiciones de extraccion.

Por otra parte, el bajo rendimiento también se le puede atribuir al pretratamiento del
material vegetal, las cascaras de naranja fueron secadas al sol y se conoce que este
método no proporciona un secado uniforme de la materia prima, ademés, emplea
grandes espacios y tiene una velocidad de secado lenta Chua et al., (2019). En una

investigacion llevada a cabo por Franco-Vega et al., (2016) se empled el método de
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secado en horno para deshidratar las cascaras de naranja, presentando una mejor
eficiencia de secado y llegando a la conclusion de que el material vegetal con una
humedad del 10% permite obtener mejores rendimientos de extraccion del aceite

esencial.

El rendimiento de extraccién del aceite esencial de manzanilla (Matricaria
chamomilla) fue nulo, por lo general, esta materia prima presenta rendimientos de
extraccion muy bajos como lo demostraron Melo-Guerrero, Ortiz-Jurado, &
Hurtado-Benavides, (2020) al obtener un rendimiento del 0,046% (p/p) a partir de
7,25kg de flores secas empleando la misma metodologia utilizada en esta
investigacion. Sin embargo, un estudio llevado a cabo por Gawde et al., (2014)
presentd un rendimiento de extraccion del 0,31% (p/p) utilizando flores secas
certificadas provenientes de Egipto, cabe la posibilidad de que esta diferencia se deba

al origen del material vegetal o al método de secado como se mencioné anteriormente.

El pH del aceite esencial de naranja es de 4,84 y es muy similar al valor de 4,80
reportado por Telenchana, (2017). Segun Jakubczyk et al., (2021), el pH de los
hidrosoles se encuentra dentro del rango de 3,31 — 5,42, el hidrolato de manzanilla

obtenido se encuentra en el rango indicado presentando un pH de 4,33.

3.2. Caracterizacion del aceite esencial de naranja por espectroscopia FTIR

El espectro FTIR permite identificar la informacion quimica o “huella dactilar” de la
sustancia que se evalué, la Figura 14 muestra algunos picos de absorcion en la region
4000 a 550cm?, no obstante, la que tiene mayor relevancia es la banda de absorcion
presente en el nimero de onda de 885,36cm™, este pico representa la union de un
monoalqueno sustituido en el D-limoneno, confirmando la presencia del compuesto

caracteristico y mas abundante del aceite esencial de naranja (Fernandes et al., 2020).
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Figura 14

Espectro FTIR del Aceite Esencial de Naranja (Citrus spp.).
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Nota: El espectro se obtuvo mediante el Laboratorio de Control y Analisis de
Alimentos, FCIAB-UTA, 2021.

Las bandas presentes en la Figura 14 corresponden a las vibraciones de los enlaces de
los grupos funcionales en los compuestos del aceite esencial de naranja, en la Tabla 6
se resume lo obtenido en base a la informacion presentada por Benoudjit, Maameri,
& Ouared, (2020) y Cebi et al., (2021).
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Tabla 6

Anélisis del Espectro FTIR del Aceite Esencial de Naranja (Citrus spp.).

Namero de onda (cm™) Lectura Grupo funcional
2964,70 Estiramiento —CH3 Metilo
2917,64 Estiramiento C-H Alcanos
1644,22 Estiramiento C=C Alcanos
1435,62 Flexion C-H Alcanos
1375,97 Flexion -OH Fenoles
1154,91 Estiramiento C-O Alcoholes terciarios
885,83 Estiramiento C-H Aromaéticos
797,23 Flexion C=C Alcanos

3.3. Caracterizacion del hidrolato de manzanilla (Matricaria chamomilla) por
espectroscopia FTIR

Los hidrolatos se componen de agua casi en su totalidad, misma que presenta bandas
de absorcion alrededor de 1645 y 3350cm™!, esto corresponde a las vibraciones de
estiramiento del enlace O-H y H-O-H respectivamente (Mondragén, 2020). En la
Figura 15 se pueden observar las 2 bandas caracteristicas del espectro FTIR del agua.
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Figura 15
Espectro FTIR del Hidrolato de Manzanilla (Matricaria chamomilla).
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Nota: El espectro se obtuvo mediante el Laboratorio de Control y Analisis de
Alimentos, FCIAB-UTA, 2021.

La presencia de a-bisabolol y sus especies oxidadas, terpenoides caracteristico del
aceite esencial de manzanilla, generan una banda de absorcion en el intervalo 1080-
900cm™ (Taraj et al., 2017), esto corrobora su presencia en el hidrolato, sin embargo,
en la Figura 15 no se visualiza dicha banda, asimismo, no se logra diferenciar las
bandas de absorcion relacionadas a los glucésidos flavonoides y demas constituyentes
debido a que algunos compuestos volatiles e hidrosolubles de las flores de manzanilla
se encuentran disueltos en el agua a muy pequefias concentraciones, las vibraciones de

sus enlaces resultan indetectables mediante este método.

3.4. Alcohol rectificado

La Figura 16 muestra que la concentracién del alcohol rectificado en la salida del

sistema de destilacion no es constante. La concentracion (v/v) del alcohol rectificado
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es del 82% transcurrido los primeros 5 minutos de destilacion, sin embargo, la
concentracion incrementa hasta el 86% en el minuto 30, este comportamiento se debe
a que la temperatura del interior del lecho de destilacion no alcanza con rapidez la
temperatura ideal de ebullicidn del etanol (78°C), provocando que una fraccion de éste
junto a otros posibles compuestos volatiles presentes en el alcohol artesanal se
evaporen y condensen al mismo tiempo, por esta razén Herrera et al., (2011) sugieren

descartar la fraccion de alcohol que sale del sistema al inicio del proceso de destilacion.

Figura 16

Rectificacion del Alcohol Artesanal.
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Por otra parte, la concentracién de etanol disminuye transcurrida la primera media hora
de destilacién, este comportamiento estéd relacionado al hecho de que el equipo de
destilacion no cuenta con un dispositivo que regule y mantenga constante la
temperatura de destilacion, provocando que la temperatura del lecho supere los 100°C,
consecuentemente el agua y etanol se evaporan al mismo tiempo y se juntan en el

equipo de condensacion (serpentin de enfriamiento).

De los 40L de alcohol empleados en la rectificacion se obtuvo una caneca de 20L a
una concentracién del 81% (v/v) y otra con 13L al 80,5% (v/v), el olor caracteristico

del alcohol artesanal se suprimi6 notoriamente a causa de la interaccién del etanol en
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estado gaseoso con las cascaras de naranja, sin embargo, ese aroma no se elimina

completamente.

3.5. Influencia de la concentracion de aceite esencial de naranja en la viscosidad
del gel antibacterial

Empleando las mismas condiciones de medicion para cada formulacion, en la Tabla 9
(Anexo D) se reportan todos los valores obtenidos de la viscosidad mediante el

viscosimetro rotacional, los valores promedio fluctuaron entre de 6471cP y 9828cP.

El analisis de varianza de la viscosidad con un nivel de significancia del 5% de la Tabla
14 (Anexo E) refleja que existen diferencias significativas entre las viscosidades de
los 5 tratamientos, con este resultado se puede afirmar que la concentracion de aceite
esencial de naranja empleado en la formulacion de los geles antibacteriales si afecta la
viscosidad.

La viscosidad de 9828cP que presenta la formulacién GAF3 se acerca a los 10160cP
obtenidos por Wijana et al., (2020) en un gel antibacterial con la misma concentracién
de aceite esencial de naranja dulce (1%), corroborando la correcta manipulacion del
equipo y la veracidad de los resultados de esta investigacion. Ademas, en la misma
investigacion se demuestra que la viscosidad de las formulaciones si se ve afectada al

variar la concentracion del aceite esencial de naranja.

Al rechazar la hip6tesis nula, es necesario realizar una prueba de comparacion multiple
para definir la formulacion de gel antibacterial con las mejores caracteristicas y
encontrar la o las medias de los tratamientos que difieren significativamente del resto,
para este analisis se emplea la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05;
la Tabla 15 (Anexo E) determina la existencia de diferencias en todas las medias de
los tratamientos al presentarse en distintos subconjuntos, asi mismo, refleja que la
formulacion GAF3 presenta la mayor viscosidad (9828cP), seguida por GAF4 y
GAF2, demostrando que la concentracién de aceite esencial de naranja en la
formulacién debe mantenerse en el rango de 0,5 a 1,5% (p/p) para que las viscosidades

sean altas.
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Ademaés, se puede observar que la viscosidad media de GAF1 (7545cP) presenta un
valor que difiere en gran magnitud de las 3 formulaciones previamente mencionadas,
su concentracion de aceite esencial de naranja (0,1% (p/p)) esta por debajo del rango
establecido, razon por la cual presenta una viscosidad inferior al de las formulaciones
GAF2, GAF3 y GAFA4.

Por otra parte, la formulacion GAF5 presenta la viscosidad media mas baja de todos
los tratamientos (6471cP), a su vez, contiene la mas alta concentracion de aceite
esencial de naranja (2% (p/p)), este resultado permite afirmar que la estabilidad del gel
antibacterial se ve afectada cuando dicha concentracién supera el 1,5% (p/p) de aceite

esencial.

Actualmente, Ecuador no cuenta con una ley o normativa vigente que especifique
todos los parametros a los que se deba ajustar una formulacion de gel antibacterial, no
obstante, Hilgert, (2012) menciona que la formulacion base del gel desinfectante
presenta viscosidades de entre 7000 a 11000cP, llegando a tener valores altos de
13000cP al emplear el carbopol como agente gelificante segun Felton et al., (2018).
Ademas, la Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-022-SE/SSA1-2021
menciona que el gel antiséptico de uso topico debe tener una viscosidad superior a los
3000cP, razén por la cual se puede afirmar que todas las formulaciones de la presente
investigacién cumplen con este parametro (SE/SSA, 2021).

3.6. Influencia de la concentracién de aceite esencial de naranja en las

propiedades organolépticas del gel antibacterial

3.6.1. Color

En la Tabla 10 (Anexo D) se visualizan todos los resultados del atributo color para las
5 formulaciones del gel antibacterial obtenidos mediante la evaluacién sensorial de los
calificadores, mismos que valoraron la transparencia del gel en base a la escala

hedonica de 5 puntos presentada en la Tabla 8 (Anexo B).
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Segun lo reportado en la Tabla 16 (Anexo F), el andlisis de varianza para el color del
gel antibacterial con un nivel de significancia del 5% permite afirmar que la
concentracion de aceite esencial de naranja adicionada a la formulacion si afecta el

color del producto final.

La prueba Tukey de la Tabla 17 (Anexo F) con un nivel de significancia del 5%
muestra que la tonalidad translucida de la formulacion GAF4 es la que se considera de
mayor agrado para los evaluadores, seguida por GAF3, GAF2 y GAF1, no obstante,
no son significativamente distintas al presentarse en el mismo subconjunto,
manteniendo su transparencia cuando la concentracion de aceite esencial de naranja es

menor o igual al 1,5% (p/p).

El color de la formulaciébn GAF5 es significativamente diferente del resto, su
concentracion de aceite esencial de naranja sobrepasa el 1,5%, este hecho genera
interferencia con el paso de la luz a través del gel y reduce su transparencia, razén por

la cual los evaluadores la consideran indiferente en este apartado.

3.6.2. Consistencia

En la Tabla 11 (Anexo D) se muestran todos los resultados obtenidos en la evaluacion
sensorial de la consistencia de las 5 formulaciones del gel antibacterial, los
calificadores puntuaron cada tratamiento de acuerdo con su nivel de agrado durante la

aplicacion del producto.

El analisis de varianza de la Tabla 18 (Anexo F), aplicada a los resultados de la
consistencia del gel antibacterial con un a del 5%, indica que la concentracion de aceite
esencial de naranja en las formulaciones si afecta significativamente la consistencia

del producto final.

A partir de la prueba Tukey de la Tabla 19 (Anexo F) con un nivel de significancia del
5%, se puede identificar que el tratamiento con la consistencia mas agradable para los
evaluadores es la formulacion GAF4, misma que presenta una concentracion de aceite
esencial de naranja de 1,5% (p/p), GAF3 se encuentra en segundo lugar seguido muy
de cerca por GAF1 presentando valoraciones muy similares. Por otra parte, GAF2
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presenta una consistencia de menor agrado, no obstante, las 4 formulaciones se
encuentran dentro del subconjunto A, demostrando que no son significativamente

diferentes.

Ademaés, esta prueba corrobora que la consistencia de la formulacion GAF5 es
significativamente diferente del resto al ser considerada indiferente por parte de los

evaluadores.

3.6.3. Olor

En la Tabla 12 (Anexo D) se presentan todos los resultados obtenidos a partir de las
evaluaciones sensoriales para el atributo olor de las 5 formulaciones de gel
antibacterial, los calificadores evaluaron la intensidad y persistencia del aroma a
naranja dulce del producto final, asi como la ausencia del olor caracteristico del alcohol

artesanal.

De acuerdo con lo reportado en la Tabla 20 (Anexo F), el andlisis de varianza del olor
con un o del 5% refleja que existen diferencias significativas entre el aroma de los 5
tratamientos percibidos por los calificadores, este resultado permite afirmar que la
concentracion de aceite esencial de naranja empleada en la formulacion de los geles

antibacteriales si afecta su aroma.

Seguln la Tabla 21 (Anexo F), la prueba Tukey con un nivel de significancia del 5%
permite identificar que la formulacion GAF4 presenta el olor més agradable en
comparacion con el resto de las formulaciones, es decir, el aceite esencial de naranja a
una concentracion de 1,5% (p/p) le otorga caracteristicas superiores al gel antibacterial

en este apartado.

Por otra parte, GAF2 y GAFL1 resultan ser simplemente agradable e indiferente
respectivamente de acuerdo con la escala hedonica de 5 puntos empleada en la
evaluacion sensorial, estas 2 formulaciones son significativamente diferentes a GAF4
al presentase en subconjuntos diferentes. La baja concentracidn de aceite esencial de

naranja en estos tratamientos se relaciona a la persistencia del aroma a alcohol
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artesanal o al tiempo de duracion del aroma a naranja, razén por la cual los evaluadores

les otorgan calificaciones bajas en este apartado.

Los resultados de esta investigacion se pueden comparar con el andlisis sensorial
realizado por Wijana et al., (2020) para su mejor formulacion de gel desinfectante
para manos, en la cual se confirma que el aceite esencial de naranja le otorga
caracteristicas favorables en el aroma del producto final y corrobora la buena

aceptacion del gel en los evaluadores.

3.7. pH de las cinco formulaciones de gel antibacterial

El pH de las cinco formulaciones presentado en la Tabla 7 se mantienen en el rango
para geles desinfectantes para manos sugerido por Surini et al., (2018) y Gumala,
Anggraini, & Dewi, (2021) de 4,5 a 6,5 en base a la norma SNI 2588. Estos valores
permiten que el gel se adapte al pH fisioldgico de la piel y no presente efectos adversos

durante su uso.

Tabla 7

pH de las 5 Formulaciones del Gel Antibacterial.

Formulacion Temperatura (°C) pH
GAF1 18,6 5,43
GAFR2 18,7 5,60
GAFR3 18,6 5,66
GAF4 18,6 5,68
GAF5 18,8 5,94

Ademas, se observa que el valor del pH del gel antibacterial aumenta a la par que

incrementa la concentracion del aceite esencial de naranja en la formulacion, este
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comportamiento también se pudo evidenciar en la investigacion realizada por Wijana
et al., (2020).

3.8. Evaluacion de la mejor formulacion del gel antibacterial

Con las puntuaciones obtenidas a través de la evaluacion sensorial de las propiedades
organolépticas de las formulaciones del gel antibacterial, se elaboro la Telarafia de
Bernstain presente en la Figura 17 que describe y compara el perfil organoléptico de

los 5 tratamientos.

Figura 17

Comparacion de las 5 Formulaciones de Gel Antibacterial.
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Nota: GAF1, GAF2, GAF3, GAF4 y GAF5 son las codificaciones asignadas a las
formulaciones del gel antibacterial con el contenido de aceite esencial de naranja al

0,1,0,5, 1,15y 2% (p/p) respectivamente.

A partir de lo presentado en la Figura 17 y de las opiniones de los evaluadores, las
formulaciones GAF1, GAF2 y GAF3 resultan agradables debido a que las

puntuaciones son buenas en el apartado del color (entre 4,4 a 4,6) y la consistencia
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(entre 4,1 a 4,4), no obstante, el olor caracteristico del alcohol artesanal aun se percibe
durante su aplicacion en las manos y resulta poco agradable en este apartado (valores
entre 3,4 a 4,1), este olor disminuye conforme se incrementa la concentracion de aceite

esencial de naranja en la formulacion.

Por otra parte, los resultados de GAF5 son totalmente distintos, el color (3,2) y la
consistencia (3,3) del gel no son agradables, siendo turbio y demasiado liquido durante
su aplicacion en las manos, ademas, no se percibe el olor a alcohol artesanal y presenta

un fuerte y persistente aroma a naranja (puntuacion de 4,3).

Por altimo, la Figura 17 también muestra que la evaluacion de las propiedades
organolépticas de la formulacion GAF4 presenta los mejores resultados, tiene una muy
agradable consistencia (puntuacién de 4,8) y transparencia (puntuacion de 4,9), el olor
a alcohol artesanal no se percibe y destaca un agradable aroma a naranja que perdura
en las manos después de su aplicacion (puntuacion de 4,9), todas estas caracteristicas
permiten concluir que GAF4 es la mejor formulacion de gel antibacterial.

El perfil de la formulacion optima del gel desinfectante para manos elaborado a partir
de alcohol artesanal con hidrolato de manzanilla y aceite esencial de naranja se

presenta en la Tabla 8.
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Tabla 8.

Ficha Técnica de la Mejor Formulacion del Gel Antibacterial (GAF4).

GEL ANTIBACTERIAL

Gel desinfectante para manos a base de alcohol al 70%.

Producto elaborado con etanol rectificado al 80% (875g),

Descripcion _ ] ) _ _
hidrolato de manzanilla (103g), aceite esencial de naranja
(159), carbopol (6,59) y trietanolamina (0,5g).
PARAMETROS ORGANOLEPTICOS
Parametro Especificacion Meétodo de analisis
Color Translucido/incoloro Perfil sensorial
Consistencia Viscoso Perfil sensorial
Olor Caracteristico a naranja Perfil sensorial
PARAMETROS FISICOQUIMICOS
Parametro Especificacion Método de analisis
o Viscosimetro rotacional
Viscosidad 9288cP
QUIMIS
Potenciometro digital
pH 5,68 ]
Milwaukee 805
INFORMACION
Producto de uso tdpico, aplique de manera local en las
Modo de uso ] o ]
manos y difunda el gel por toda la superficie a desinfectar.
. No ingerir, mantenga el producto fuera del alcance de los
Precaucion ]
ninos pequerios.
o Conserve el producto bien sellado y evite su exposicién a
Indicaciones

temperaturas superiores a 30°C.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

El rendimiento de extraccion del aceite esencial de naranja y de manzanilla, empleando
el equipo de destilacion de la Empresa Agroindustria SANPI, fue de 0,22% (p/p) y
nulo (0%) respectivamente, son valores bajos en comparacion a otras investigaciones
debido al origen del material vegetal y a la metodologia de secado empleada en el

presente trabajo.

Se eleva el grado alcohdlico del alcohol artesanal de 61°GL a 80-81°GL empleando el
proceso de destilacion, ademas, se redujo notoriamente su aroma caracteristico debido
al empleo de las cascaras de naranja secas en el proceso, estos factores fueron claves
para obtener un producto de alto grado alcohdlico con el que se pudo realizar los

calculos y pruebas piloto de las formulaciones del gel antibacterial.

Los resultados del analisis sensorial de las propiedades organolépticas del gel
antibacterial demostraron que la formulacion GAF4, misma que contiene el aceite
esencial de naranja al 1,5% (p/p), es el mejor tratamiento debido a que sus atributos
evaluados son de mayor agrado para los calificadores en comparacion con las otras

formulaciones.

Conforme a lo presente en bibliografia, se puede afirmar que el empleo del aceite
esencial de naranja y del hidrolato de manzanilla consigue potenciar la actividad
microbicida del gel antibacterial gracias a sus principios activos que tienen
mecanismos de disrupcion bacteriana, accion fungicida y antiviral, ademas de
otorgarle un agradable aroma al producto e intervenir en el cuidado de la piel en la
emergencia sanitaria provocada por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19) y sus

variantes.
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4.2. Recomendaciones

e Emplear distintas metodologias de extraccién de aceites esenciales que
otorguen un mayor rendimiento, tomando en cuenta que el producto de

extraccion se destina a un producto de cuidado personal.

e Realizar las pruebas de control de la calidad de la mejor formulacion del gel
antibacterial (GAF4) y comparar los resultados con las normativas vigentes

que se aplican a los productos desinfectantes para manos en Ecuador.

e Modificar la formulacién GAF4 con el objetivo de eliminar las particulas en
suspension que se forman en el gel antibacterial a causa del aceite esencial de

naranja.

e Evaluar otros agentes gelificantes, como la nanocelulosa microfilada, para

reducir los gastos de la elaboracion del gel antibacterial.
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ANEXO A

CERTIFICADOS
Figura 18
Certificado de los Analisis FTIR del Hidrolato de Manzanilla y del Aceite Esencial de

Naranja.

UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO 2
FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS

0000542
CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

Certificado No: 21- 008S ROI-7803
Solicitud N: 21-008S Pig:ldel
Fectirecepcion: 09 desisvienibrade 2021 ;;;I;a de ejecucion de ensayos: 11 de noviembre de
Informacion del cliente:
Empresa: C.L/RUC: 1804409488
Representante: Leonardo lsmael Aldas Paredes TIf: 0982665068
Direccion: Ambato Celular:
Ciudad: Ambato E mail:  laldas9488@uta.cdu ec
Descripcion de las muestras:
I— lIidm}ulo de manzanilla; Aceite esencial de cascara de Pesol Volumen: 200g
naranja
Marca comercial: n/a Tipo de envase: funda plastica
Lote: n/a No de muestras: dos
F. Elb.: n/a F. Exp.: n/a
Conservacion: Amb X Refr Congel Almac. en Lab: 8 dias
Cierres seguridad: Ninguno:X  Intactos: Rotos: Muestreo por el cliente: 09 de noviembre de 2021
RESULTADOS OBTENIDOS
Muestras Codigo d?l Gocgo Servicio Solicitado Unidades | Resultados
laboratorio cliente
Uso del Equipo Espectrofotometro
Hidrolato de manzanilla 008210088 Ninguno  |Infrarrojo por transformada de Fourier Ver adjunto
(FTIR)
Uso del Equipo Espectrofotometro
Aceite c;:n:lc.i:::je‘ciwar: 008210095 Ninguno (l;]i‘l;'lalr{r;vm por transformada de Fourier Ver adjunto
Conds. Ambientales: n/a /
Nota: Se adjunta 2 hojas de resultados del equipo. [
Ing. Gladys Risueiio 7
Directora de Calidad
Autorizacion para transferencia electronica de resultados: Si
Fecha de emision del centificado: 18 de noviembre de 2021
Nota: La muestra fue suministrada poe e chiente y los resultados se aplican  la muestsa en las condiciones recibidas. | Laboratorio se biliza exclusisamente d& &

2 la muestra entregada por ¢l clinte S
El Laboratorio no s responsable por el uso incorrecto de este certificado. No es un documento negociable. Solo se permite su reproduccion sin fincs de hucro y haciendo referencia a la fuente

“Lat imforma iom que s¢ ek enianh ¢ confldencial, exchosnamente pars su destiitorio, y 1o prede ser vincwlanse. Si issed 1o ex el e st informacin climinrla
imcchaamente. 1t destribncion o copia del mrsio esid protubidia y sera srcionadka segan el proceso legal pertmenie

Dir.: Universidad Técnica de Ambato, Campus Huachi. Av. Los chasquis y Rio Payamino
Edificio Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia / Ambato - Ecuador

ﬁ (593) 32400987 ext. 5517; 5518 S http://laconal.uta.edu.ec laconal@uta.edu.ec
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Figura 19

Certificado de Realizacion de la Parte Experimental de la Investigacion en los
Laboratorios de D 'SANPI

Ambao, 11 de enero de 2022

A quien corresponda:

Por medic & la presente, certifico al sehor Leonardo Ismael Aldis Paredes con ndmero
de cédufa 1504409438, astudiante de & Universidad Técnica de Ambato de |3 carrera
de Ingenieria Bloguimica de la Facultad de Cencia & Ingenieria en Alimentes y
Biotecnologia, haber realizado en los laboratorios de la Empeesa Agroindustria O'SANPI
la fase experimental de sy peoyecto de imentigacidn titulido “Elaboracidn de gel
antibacterial a partir de alcohol artesanal con hidrolato de manzanilla (Matricerio
chamoeilo) y aceite esencial de naranja (Citrus spp.)”, desde ¢ 11 de octelen al 27 de
noviembre de 2021, bajo 1a tutoris de ts Mg Dolores Del Rocio Bocbalno Martinez,
docente de esta Facultad.

Alestamente,

BALDL SEFCTa PO I i Ul Pl ANt
el DA7333 155 s e
LU SANN QI AET A LB A
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ANEXO B
ENCUESTA
Tabla 9

Formato de Evaluacion Sensorial de las Propiedades Organolépticas de las
Formulaciones del Gel Antibacterial.

Universidad Técnica de Ambato
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia
Carrera de Ingenieria Bioquimica

Obijetivo: Evaluar las propiedades organolépticas de las distintas formulaciones del gel antibacterial elaborado a
partir de alcohol artesanal con hidrolato de manzanilla (Matricaria chamomilla) y aceite esencial de naranja (Citrus
spp.).
Por favor marque con una X la opcion que considere la mas apropiada, tome en cuenta los siguientes criterios:

e Enelcolor, lo ideal es que el gel sea translicido.

e Enlaconsistencia, valorar la densidad y sensacidn en mano al aplicar el gel.

e Enelolor, evaluar la intensidad del aroma de naranja y ausencia del aroma de cafa.

Propiedad organoléptica: COLOR Cadigo de la formulacion

Puntuacién Valoracién

5 Muy agradable

4 Agradable

3 Indiferente

2 Poco agradable

1 Desagradable

Propiedad organoléptica: CONSISTENCIA Cadigo de la formulacion

Puntuacion Valoracién

5 Muy agradable

4 Agradable

3 Indiferente

2 Poco agradable

1 Desagradable
Puntuacion Valoracién

5 Muy agradable

4 Agradable

3 Indiferente

2 Poco agradable

1 Desagradable

Observaciones:

Nombre:

Namero de cédula:

Fecha: Firma
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Figura 20

Comien aleobol rectificado a us
conventraciin de TO% ip/pl.

100miL

GAF3
Gel

Cel desinfecanie manas

con hisdrolato de ezl
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ANEXO D

DATOS OBTENIDOS DE LA MEDICION DE VISCOSIDAD Y
EVALUACION SENSORIAL DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Tabla 10

Resultados de la Medicidon de la Viscosidad del Gel Antibacterial en el Viscosimetro

Rotacional a 40rpm con la Aguja N° 4.

Cadigo Repeticion Torque (%) Temperatura (°C) Viscosidad (cP)

1 50,5 18,6 7575
2 50,3 18,6 7545
GAF1 3 50,2 18,6 7530
4 50,3 18,6 7545
5 50,2 18,6 7530
1 61,0 18,7 9150
2 60,8 18,7 9120
GAF2 3 61,1 18,8 9165
4 61,0 18,7 9150
5 60,8 18,7 9120
1 65,2 18,6 9780
2 65,6 18,6 9840
GAF3 3 65,7 18,6 9855
4 65,4 18,5 9810
5 65,7 18,6 9855
1 61,8 18,6 9270
2 61,8 18,6 9270
GAF4 3 61,9 18,6 9285
4 62,0 18,6 9300
5 62,1 18,6 9315
1 42,9 18,8 6435
2 43,1 18,8 6465
GAF5 3 43,2 18,8 6480
4 43,2 18,8 6480
5 43,3 18,8 6495
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Tabla 11

Resultados de la Evaluacion Sensorial del Color de las 5 Formulaciones del Gel

Antibacterial.

.- Calificacion
Evaluador Cadigo Dia 1 Dia 2 Dia 3
GAF1 5 5 5
1 GAFR2 5 4 5
GAF4 5 5 5
GAF1 5 5 5
2 GAF4 5 5 5
GAF5 3 3 3
GAF2 5 4 4
3 GAF3 5 5 4
GAF5 2 3 3
GAF3 5 4 4
4 GAF4 5 5 5
GAF5 4 4 4
GAF2 4 4 4
5 GAF4 5 5 5
GAF5 2 2 2
GAF1 4 4 4
6 GAF3 5 5 5
GAF4 4 5 5
GAF1 3 4 4
7 GAF2 4 5 5
GAF3 4 4 4
GAF1 5 5 5
8 GAF3 5 5 5
GAF5 4 3 3
GAF1 4 4 4
9 GAF2 5 5 5
GAF5 4 4 4
GAFR2 4 4 5
10 GAF3 5 5 4
GAF4 4 5 5
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Tabla 12

Resultados de la Evaluacion Sensorial de la Consistencia de las 5 Formulaciones del
Gel Antibacterial.

L Calificacion
Evaluador Cadigo Dia 1 Dia 2 Dia 3
GAF1 4 5 4
1 GAF2 3 4 3
GAF4 4 5 5
GAF1 5 5 5
2 GAF4 5 5 5
GAF5 3 4 4
GAF2 3 4 4
3 GAF3 4 4 4
GAF5 3 2 3
GAF3 4 5 5
4 GAF4 5 5 5
GAF5 4 5 5
GAF2 4 4 4
5 GAF4 4 5 5
GAF5 3 3 3
GAF1 4 4 4
6 GAF3 4 4 4
GAF4 5 5 4
GAF1 5 4 4
7 GAF2 5 5 5
GAF3 5 5 5
GAF1 5 5 5
8 GAF3 5 5 5
GAF5 4 2 2
GAF1 4 4 4
9 GAF2 4 4 4
GAF5 3 3 3
GAF2 5 4 5
10 GAF3 5 3 4
GAF4 4 5 5
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Tabla 13

Resultados de la Evaluacion Sensorial del Olor de las 5 Formulaciones del Gel

Antibacterial.

Calificacién

Evaluador Codigo Dia 1 Dia 2 D

-
o))
w

GAF1

1 GAF2
GAF4

GAF1

2 GAF4
GAF5

GAF2

3 GAF3
GAF5

GAF3

4 GAF4
GAF5

GAF2

5 GAF4
GAF5

GAF1

6 GAF3
GAF4

GAF1

7 GAF2
GAF3

GAF1

8 GAF3
GAF5

GAF1

9 GAF2
GAF5

GAF2

10 GAF3
GAF4

w
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ANEXO E

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA
MEDICION DE LA VISCOSIDAD DEL GEL ANTIBACTERIAL

Tabla 14

Andlisis de Varianza de la Viscosidad en las Formulaciones del Gel Antibacterial.

Sumade Grados de Media

Origen cuadrados libertad cuadratica F Significancia
Tratamientos 39069846 4 9767461,500 18087,892 0,000
Error 10800 20 540
Total 39080646 24
Tabla 15

Test de Tukey Para la Viscosidad de las 5 Formulaciones del Gel Antibacterial.

Tratamientos  Medias Subconjunto

GAF3 9828 A

GAF4 9288 B

GAF2 9141 C

GAF1 7545 D

GAF5 6471 E

Nota: Se muestran los subconjuntos homogéneos basados en las medias observadas
para un valor DMS de 43,979 con una media cuadratica del error de 540 y un a del
0,05.
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ANEXO F

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS OBTENIDOS EN LA
EVALUACION SENSORIAL DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
DEL GEL ANTIBACTERIAL.

Tabla 16

Analisis de Varianza del DBIB del Color de las Formulaciones del Gel Antibacterial
(Tratamientos Ajustados).

) Sumade Gradosde Media o _
Origen ) ) F Significancia
cuadrados  libertad  cuadratica

Tratamiento

ajustado 10,178 4 2,544 11,079 0,000
Bloque 3,367 9 0,374 1626
Error 3,675 16 0,230
Total 17,219 29
Tabla 17

Test de Tukey Para el Color de las 5 Formulaciones del Gel Antibacterial.

Tratamientos Medias Subconjunto
GAF4 4,889 A
GAF3 4,611 A
GAF2 4,500 A
GAF1 4,445 A
GAF5 3,167 B

Nota: Se muestran los subconjuntos homogéneos basados en las medias observadas

para un valor DMS de 0,848 con una media cuadratica del error de 0,230 y un a del

0,05.

73



Tabla 18

Andlisis de Varianza del DBIB de la Consistencia de las Formulaciones del Gel

Antibacterial (Tratamientos Ajustados).

Suma de Grados de Media

Origen _ ) F Significancia
cuadrados libertad cuadratica
Tratamiento
) 6,592 4 1,648 8,276 0,001
ajustado
Bloque 5,441 9 0,605 3,04
Error 3,186 16 0,199
Total 15,219 29
Tabla 19

Test de Tukey Para la Consistencia de las 5 Formulaciones del Gel Antibacterial.

Tratamientos Medias N Subconjunto
GAF4 4,778 6 A
GAF3 4,445 6 A
GAF1 4,444 6 A
GAF2 4,111 6 A
GAF5 3,278 6 B

Nota: Se muestran los subconjuntos homogéneos basados en las medias observadas

para un valor DMS de 0,789 con una media cuadratica del error de 0,199 y un a del

0,05.
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Tabla 20

Andlisis de Varianza del DBIB del Olor de las Formulaciones del Gel Antibacterial

(Tratamientos Ajustados).

) Sumade Grados de Media S )
Origen _ ) F Significancia
cuadrados libertad cuadratica
Tratamiento
) 6,756 4 1,689 6,538 0,003
ajustado
Bloque 5,144 9 0,572 2,217
Error 4,134 16 0,258
Total 16,035 29
Tabla 21

Test de Tukey Para el Olor de las 5 Formulaciones del Gel Antibacterial.

Tratamientos Medias N Subconjunto
GAF4 4,889 6 A
GAF5 4,333 6 A B
GAFR3 4111 6 A B
GAF2 3,722 6 B
GAF1 3,444 6 B

Nota: Se muestran los subconjuntos homogéneos basados en las medias observadas

para un valor DMS de 0,899 con una media cuadratica del error de 0,258 y un a del

0,05.
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ANEXO G

FOTOGRAFIAS

Figura 21

Materia Prima de la Investigacion: Cascaras de Naranja (a) y Flores de Manzanilla

(b).

Figura 22

Obtencion del Hidrolato de Manzanilla (a) y Extraccion del Aceite Esencial de

Naranja (b).
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Figura 23

Pruebas Piloto de la Formulacion del Gel Antibacterial.

L

Figura 24

Gel Antibacterial Elaborado a Partir de Alcohol Artesanal con Hidrolato de
Manzanilla y Aceite Esencial de Naranja.
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Figura 25

Evaluadores de las Formulaciones del Gel Antibacterial.

Figura 26

Potenciometro (a) y Viscosimetro Rotacional (b).
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