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RESUMEN

El Reino vegetal ofrece innumerables beneficios que el hombre ha sabido aprovechar. En
este sentido, el objetivo del presente trabajo fue formular una emulsién estable del tipo
W/O con el agregado de AEs de dos plantas aromaticas provenientes de la region
semiérida pampeana, Baccharis spartioides y Poncirus trifoliata.

Los AEs de las especies vegetales se obtuvieron por arrastre de vapor y caracterizados por
CG-MS. Los componentes mayoritarios en B. spartioides fueron limoneno (44%) y
espatulenol (12%) y en P. trifoliata: limoneno (62%) y beta-pineno (24%).

Se ensay0 la actividad antimicrobiana de los AEs frente a Sthapilococcus aureus ATCC
25923. Los resultados de B. spartioides fueron de 10.5 mm que se corresponde con un
35.6% de inhibicion para volimenes de 5 y 6 uL. de AEs. P. trifoliata mostro diametros
menores, 7.5 mm y un 24.2% para volimenes de 6 y 7 uLL de AEs. Los didmetros de halo
fueron inferiores a 20 mm, esto indica una sensibilidad intermedia que se clasifica como
bacteriostatica para ambos AEs frente a S. aureus.

Se logro la estabilidad de la emulsién cosmética con una agitacion de 300 rpm durante 1
hora y la acidificacién a pH 5.5. El agregado de 0.5% de AEs a la formula total de la

emulsion permitié obtener un aroma agradable.



SUMMARY

The vegetable kingdom offers innumerable benefits that man have known how to take
advantage of. In this sense, the objective of the present work was to formulate a stable
emulsion of the W / O type with the addition of AEs from two aromatic plants from the
Pampa semiarid region, Baccharis spartioides and Poncirus trifoliata.

The AEs of the plant species were obtained by steam entrainment and characterized by
CG-MS. The main components in B. spartioides were limonene (44%) and spatulenol
(12%) and in P. trifoliata: limonene (62%) and beta-pinene (24%).

The antimicrobial activity of the AEs was tested against Sthapilococcus aureus ATCC
25923. The results of B. spartioides were 10.5 mm, which corresponds to a 35.6%
inhibition for volumes of 5 and 6 puL of AEs. P. trifoliata showed smaller diameters, 7.5
mm and 24.2% for volumes of 6 and 7 puL of AEs. The halo diameters were less than 20
mm, this indicates an intermediate sensitivity that is classified as bacteriostatic for both
AEs against S. aureus.

Stability of the cosmetic emulsion was achieved with stirring at 300 rpm for 1 hour and
acidification to pH 5.5. The addition of 0.5% AEs to the total emulsion formula allowed

obtaining a pleasant aroma.
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1. INTRODUCCION

Reino vegetal y cosmética.

A medida que avanzan las investigaciones cientificas actuales, se ratifica la sabiduria de las
civilizaciones antiguas que utilizaron las plantas para mantener la salud y la belleza de la poblacién
(Ferraro et al., 2012). El término “cosmético” data del siglo XVII, en donde la primera prueba
arqueoldgica del uso de cosméticos se encontrd en el Antiguo Egipto. Dicho mercado comenzd con
un nicho de consumidores de un status social elevado centrandose en los aromas y propiedades
curativas de las plantas, hierbas y flores (Chaudhri et al., 2009).

Debido a las numerosas propiedades que encontramos en las distintas especies vegetales (Shankar
Raut, 2014), es que cada dia se intenta regresar a su uso Yy a revalorizar conocimientos ancestrales al
utilizar aceites vegetales, frutas, hierbas, leche de miel entre otros dentro de formulaciones para lograr
que la evolucion de la nueva cosmética este dirigida hacia lo natural. De acuerdo con una
investigacion realizada por la Universidad Internacional de Monaco, durante 2011, y luego de
muchos afios en los que la medicina/farmacia convencional y la perfumeria se han valido de
productos sintéticos para sus fines, se evidencia en todo el mundo un renovado interés por los
productos naturales. La tendencia hacia la cosmetologia natural es parte de la economia del mundo,
ya que proporciona ventajas relacionadas con la salud, el medio ambiente, el consumo responsable y

el costo econdmico (Ferraro et al., 2012).

Composicion de las plantas: principios activos y su potencialidad quimica.

Las plantas son organismos que tienen una gran adaptacion a las condiciones ambientales en que se
desarrollan. Se defienden y responden de manera precisa al estrés biotico o abidtico al que se
encuentran expuestas (Kaufmann et al., 1999; Dewick, 2009). Esto se relaciona con su capacidad de
sintetizar un rango muy amplio de metabolitos. En fisiologia vegetal es comun distinguir entre dos
tipos de metabolismo: primario y secundario, en esta oportunidad pondremos especial enfoque en el
metabolismo secundario. Inicialmente fueron considerados no esenciales, pero se ha constatado que
su produccion se modifica rapidamente de acuerdo a las condiciones ambientales en las que se
desarrollan y prosperan las plantas. Por lo que son de importancia para las especies vegetales (Torsell,
1997; Gobbo Neto y Lopes, 2007; Dewick 2009).

Desde el punto de vista quimico estos compuestos biosintéticos pertenecen a las familias de los
terpenos, fenilpropanoides, norisoprenoides y de los compuestos derivados de &cidos grasos. Los

terpenos volatiles son la clase mas estudiada, debido al gran nimero de componentes identificados,
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asi como a la amplia variedad de roles ecoldgicos y bioldgicos que se les ha atribuido (feromonas,
atrayentes, defensas quimicas, antimicrobianos, antioxidantes, alelopéticos, etc.) (Baldiwn et al.,
2006; Bakkali et al., 2008; Loreto et al., 2014).

Entonces, podemos valernos de una gran variedad de principios activos que brindan las especies
vegetales para utilizarlas como componentes activos dentro de las formulaciones cosméticas. Jugos
de plantas y semillas, extractos de hierbas e hidrolatos y aceites esenciales (AEs). Especialmente
éstos ultimos, presentan un interés particular por sus maltiples aplicaciones en farmacia, gastronomia

0 cosmética.

Aceites esenciales. Aplicacidon en cosmética.

Los AEs son incorporados a una formulacion cosmética como componente activo por su
biodiversidad y riqueza en componentes volatiles (en mayor proporcion terpenos) de composicion
compleja y volatil. Los terpenos en general se clasifican de acuerdo al numero de unidades de
isopreno que forman su estructura en: hemiterpenos (5 carbonos, 1 unidad), monoterpenos (10
carbonos, 2 unidades), sesquiterpenos (15 carbonos, 3 unidades), diterpenos (20 carbonos, 4
unidades), sesterpenos (25 carbonos, 5 unidades), triterpenos (30 carbonos, 6 unidades) y
tetraterpenos (40 carbonos, 8 unidades). Obtenidos en su mayoria por arrastre de vapor de agua
(Bohlmann y Keeling, 2008; Dewick, 2009).

En la actualidad, los AEs son una fuente alternativa de agentes de control microbianos, ricos en
compuestos con actividad biolégica, son biodegradables y se transforman en productos no toxicos al
ser adecuados para su uso en los programas de control integral de plagas (Ochoa et al., 2017). La
actividad antimicrobiana como por ejemplo la de limoneno, esta explicada por varios mecanismos de
accion; estos incluyen, dafio en la estructura y funcion de la membrana, inhibicién de la biosintesis y
funcion de los acidos nucleicos, interferencia de procesos metabdlicos esenciales, induccion de la
coagulacion de los componentes citoplasmicos y la interrupcién en la comunicacion celular normal,
entre otros. Estos mecanismos de accion pueden verse influenciados por varios factores, como las
caracteristicas de las células bacterianas (bacterias Gram positivas y negativas), condiciones
ambientales y fisicoquimicas (hidrofobicidad, concentracion del compuesto, temperatura y pH)
(Radulovic et al., 2013). De éste modo inhiben el crecimiento de bacterias transitorias cominmente
encontradas en piel como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Streptococcus
pyogenes. Por ejemplo S. aureus es capaz de producir infecciones bacterianas como el sindrome de
piel escaldada (Flores et al., 2014). Asi los AEs incorporados en formulaciones cosméticas han

ganado la aceptacion en la industria quimica y farmacéutica como alternativa a los compuestos



sintéticos existentes como los agentes quimicos capaces de retardar el crecimiento de
microorganismos (Shankar Raut et al., 2014). Un ejemplo de ello es el uso de AEs de marco
(Ambrosia arborescens Mill.) y paico (Chenopodium ambrosioides L.) en la formulacién de un jab6n
liquido antibacteriano (Martinez et al., 2013).

Aceites esenciales de especies vegetales en la region semiarida pampeana con

potencial uso cosmético.

Una de las especies en creciente estudio, es Baccharis spartioides. Es una especie del género
Asteraceae, cuyo nombre vulgar es pichana. Se extiende en Argentina desde Jujuy a Santa Cruz, y se
encuentra presente en campos bajos salinos de la llanura pampeana. Es estudiada por su composicion
quimica y actividad biologica, para generar nuevos farmacos (Oliva et al., 2007). Los distintos
municipios las han sabido utilizar para generar escobas, pichana proviene del quechua que significa
“con lo que se limpia”. La friccion con el suelo al barrer desprendia el aroma y podia ser utilizada
como ahuyentador de plagas (Dalmasso et al., 2016).

Otra de las especies estudiadas en esta investigacion es Poncirus trifoliata (Rutaceae), también
conocida como naranja trifoliada, estrechamente emparentada a los citricos. Es un arbusto caducifolio
o semicaducifolio, originario de China y Corea, que también se encuentra introducida y naturalizada
en la llanura pampeana. Tradicionalmente, en su lugar de origen, estos frutos se han utilizado
ampliamente en medicamentos populares para patologias como gastritis, disenteria, inflamaciones,
Ulceras digestivas, entre otras (Tundis et al., 2016). Rahman y colaboradores (2008), han revelado sus
actividades antiinflamatorias y antibacterianas entre otras.

Ambas especies vegetales contienen AES ricos en compuestos quimicos con potencial uso cosmeético.
La bibliografia reporta que éstos, contienen elevadas concentraciones de limoneno dentro de su
composicién como componente mayoritario. Esto da indicio de sus multiples aplicaciones, pero

dentro de las cuales se destaca la actividad antimicrobiana (Oliva et al., 2007; Tundis et al., 2016).

Emulsiones cosméticas.

La industria quimica-farmacéutica se ha valido del conocimiento de las propiedades de las plantas a
lo largo de la historia y a redirigido sus investigaciones con el fin de lograr formulaciones amigables
con el medio ambiente. Acrecentar la produccion de cosméticos naturales a partir de la formulacion

de emulsiones, dada su aceptabilidad y facil aplicacion (Minero y Diaz, 2017).



Las emulsiones se definen como mezclas termodindmicamente inestables de dos liquidos
esencialmente inmiscibles de naturaleza polar (acuosa) y apolar (oleosa) en la que uno de ellos forma
gotas de pequefio tamafio que se denomina fase dispersa o interna y el otro, fase continua o externa.
Se caracterizan, ademas, por la presencia de un tercer componente que es el agente emulsionante, una
sustancia anfifilica que facilita la formacion de la emulsion y disminuye la tension interfacial entre la
fase polar y apolar. Esta sustancia, es la que le otorga estabilidad a la formulacion, cuya estabilidad,
sera mayor o menor en funcion de la composicién quimica y su manipulacion durante el proceso de
elaboracion del formulado (Mufioz et al., 2015).

Generalmente una de las probleméaticas mas comunes es determinar cudl es el agente emulsionante
adecuado. Para resolver esta situacion, Griffin y colaboradores (1949), notaron que existia una
relacion entre la naturaleza fisico-quimica de un surfactante y sus propiedades como agente
tensioactivo y emulsionante. Asi se introdujo el concepto de HBL (Balance Hidrofilico-Lipofilico),
que explica la afinidad del emulsionante a la fase polar y apolar dentro de una formulacion. Consiste
en otorgar un valor numérico a los agentes emulsionantes a partir de la/las cadenas hidrocarbonadas
que presenten. Esto nos permite obtener diferentes emulsiones como por ejemplo, dispersantes
transparentes, dispersantes lechosas, detergentes, dispersantes estables, dispersantes estables vy
humectantes etc. Cada emulsion se correspondera entonces con un valor de HBL caracteristico.

Es una medida relativa de la contribucion de cada region de la molécula del surfactante que se mide
en una escala arbitraria de 1 a 20 (a valores mas altos de la escala, el compuesto es hidrofilico y a
valores mas bajos de la escala el compuesto es lipofilico). Ejemplos como el monolaurato de
sorbitano (Span 20) y polisorbato (Span 80), con sus respectivas moléculas quimicas CigHz406 y
C24H4406, dan cuenta de esto ya que cuanto mas hidrofobica es la molécula, presentara valores de
HBL menores.

La correcta seleccién de los componentes de la formula teniendo en cuenta el HBL nos permitira
lograr infinidad de diferentes tipos de emulsiones (Ferraro et al., 2012).

Dentro de los componentes principales de una emulsién encontramos aquellos que son necesarios
para la formulacién pero que no tienen un rol principal. Como ejemplo de esto Gltimo, se encuentran
los agentes conservantes, antioxidantes, agentes estructurales que influyen en la viscosidad, solventes
que permiten la disolucion de activos y emulsionantes que contribuyen a mantener la estabilidad
(Ferraro et al., 2012). Y los que son cosméticamente activos (brindan la funcion deseada a la
formulacion) como por ejemplo los AEs. La legislacion Europea (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios) recomienda incorporarlos en proporciones que pueden variar
de 1 a 5% de la formula total del producto cosmético, esto dependera de su pureza al utilizarse, su

composicion quimica, frecuencia de uso del producto y zonas de aplicacién. Se debera considerar el



contenido de agua de la piel, que es importante para proteger la misma de dafios climaticos,
medioambientales 0 mecanicos, asi como también preservar su pH normal. En el manto acido de la
piel, el pH varia entre 4.5y 5.9 en la superficie, y depende en gran parte del contenido de acido
lactico y acido urocénico provenientes del sudor, aminoacidos dicarboxilicos (glutamico-aspartico) y
acidos grasos libres de bajo peso molecular (propidnico, butirico y pentanoico) (Mendoza et al.,
2018). Las emulsiones espesas 0 mantecosas, son estudiadas por aportar humectacion intensa y
prolongada, dando el agua justa que precisa la piel al conservar la humedad, propiedad que le otorgan
los aceites, ceras y sus derivados (Allen, 2010).
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general.
Formular una emulsion estable del tipo W/O con el agregado de aceites esenciales provenientes de

dos especies vegetales, B. spartioides y P. trifoliata.

Objetivos especificos.

- Obtener aceites esenciales de B. spartioides y P. trifoliata.
- Determinar la composicion quimica de los AEs de B. spartioides y P. trifoliata.

- Determinar la actividad antimicrobiana de los AEs de B. spartioides y P. trifoliata.

- Determinar las propiedades fisico-quimicas de los formulados.

Hipotesis.
La seleccion del sistema emulsionante dard como resultado una manteca corporal humectante del tipo

W/O vy estable con la incorporacion de aceites esenciales de B. spartioides y P. trifoliata.
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3. MATERIALES Y METODOS

Reactivos.

Inhibicion del crecimiento microbiano.

Amikacina, discos de 30 pg; agar Muller-Hinton (AMH); caldo Muller-Hinton (CMH); sangre ovina
esteril desfibrinada Britasheep; AEs de limoneno comercial provisto por la empresa FIGMAY S.R.L,

B. spartioides y P. trifoliata.

Emulsiones cosméticas.
Cera de abeja; aceite de coco; aceite de almendras; vaselina sélida; agua destilada, boérax; acido

estearico; acido lactico. Insumos de calidad farmacéutica.

Cepa bacteriana.
S. aureus ATCC 25923. Provista por el area de bacteriologia del Hospital “Dr. Lucio Molas” de la

Provincia de La Pampa.

Métodos.
Obtencion de AEs de B. spartioides y P. trifoliata:

Colecta de material vegetal.
Se llevd a cabo la seleccion de parte aérea de especies vegetales nativas e introducidas en la region

semiarida pampeana, bajo un muestreo simple.

@ B. spartioides: la recoleccion se hizo durante el mes de noviembre de 2017 en la ruta
35 sobre el bajo salino (37° 36° 05° (S) y 65° 12° 55,6° (W)). En la figura 1A se

observan las varas formando la tipica forma de “escoba” de la especie.

® P. trifoliata: frutos maduros se recolectaron durante el mes de junio de 2017 del
Botanico de la Facultad de Agronomia, Ruta Nacional 35, Km 334. En la figura 1B se

muestran los frutos caracteristicos de la especie.
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Figura 1 A: B. spartioides, conocida como pichana, B: P. trifoliata, conocida como naranja amarga.

Destilacion de los aceites esenciales.
El material vegetal colectado se secO al aire con rotacion cada 48 h durante una semana para la

posterior extraccion de los aceites esenciales por arrastre de vapor de agua utilizando un extractor a
escala de laboratorio FIGMAY S.R.L.

Figura 2. Extractor de aceites esenciales a escala de laboratorio. Fuente: FIGMAY S.R.L.
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Rendimiento de AEs.
El célculo del rendimiento porcentual de los dos aceites esenciales se realizd con la siguiente formula
(Navarrete et al., 2009):

Rendimiento (%): (Kg aceite obtenido/Kg carga vegetal seca) x 100.

Caracterizacion quimica de AEs.
Se realiz6 en el Instituto de Quimica del Sur de la Universidad Nacional del Sur, (Bahia Blanca,
provincia de Buenos Aires).

Acondicionamiento de muestras de AEs.
Se realizaron diluciones de los AEs en una proporcion de 20 puL en 20 mL de éter etilico, para ser

inyectados en el cromatografo.

Cromatografia gaseosa acoplada a detector masa.

Se determino en un cromatdgrafo gaseoso Agilent 7890B con detector selectivo de masa (MSD) 5977
que se caracteriza por disponer de un detector de masas con analizador por cuadrupolo hiperbdlico
simple. La columna utilizada es: HP5-MS 30 m x 0.25 mm x 0.25 um. La confirmacion de las
estructuras fue realizada por comparacion con los datos de la biblioteca NIST del CG/EM, con las
siguientes condiciones de trabajo: flujo: 1 mL/min, entrada: 280°C, division (20:1) 70 eV, solvente: 3
min m/z: 35-500 Aux: 280°C, horno: 50°C por 2 min, 5°C/min, 200°C por 5 min, 40°C/min, 280°C
por 2 min. MS fuente: 230, MS cuadrante: 150.

Cuantificacion de limoneno.

Se realizaron diluciones de 20 pL de AEs de B. spartioides en 10 pL de éter etilico y 10 uL de AEs
de P. trifoliata en 10 pL del mismo solvente. Se preparo la curva de calibrado con volumenes del
patrén de limoneno rectificado (FIGMAY S.R.L) en proporciones crecientes de solvente SLN Stock.

Se inyecta al cromatograma un volumen final de 5 mL.

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.
In6culo: La cepa S. aureus ATCC 25923 se incub6 en CMH durante 24 h a 35°C.

Inhibicion del crecimiento microbiano. Difusion en disco, método de Kirby-Bauer:
Para el método de difusion en disco se extendieron 1000 pL de cada indculo con 1.5x108 UFC sobre

placas que contenian AMH; Se colocaron discos de filtro de papel Whatman N°1 (6 mm de
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didmetro), impregnados con 2, 3, 4, 5, 7 y 8 uL de cada AEs, sobre la superficie del medio. Las
placas se dejaron 5 min a temperatura ambiente para permitir la difusion del aceite, luego se

incubaron a 35°C durante 24 h. Se utilizaron discos con amikacina (30 pg) como control positivo.

Determinacion del halo de inhibicion (mm).
Las placas se fotografiaron con el analizador de imagenes Syngene GBOX y luego se analizaron con
el programa digital “ImageJ” para obtener las medidas en milimetros correspondientes a los halos de

inhibicion.

Emulsiones cosméticas.

La obtencion se realizo por medio del desarrollo de dos emulsiones semi-sélidas conteniendo en su
formula mas del 60% de productos naturales. Variables fisicas como el tiempo y la velocidad de
agitacion en el proceso de elaboracion se vieron optimizadas. Ademas, se tuvo en consideracion el
agregado de &cido lactico como regulador de pH. El agregado de los AEs se realizé una vez elegida la

formulacién mas estable.

Formulacion sélida 1.

Se pesaron los componentes que se muestran en la tabla 1 en balanza analitica Mettler PE 3600. Los
componentes de la fase oleosa se mezclaron y precalentaron a 67°C. Luego se afadié los
componentes de la fase acuosa que fueron mezclados previamente. La Integracién de ambas fases se
realizé bajo agitacion vertical Traspower rotativo a paleta 200-240 V a 150 rpm durante un tiempo de

15 min. Se vertieron en envases de 100 g de capacidad para su almacenamiento.
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Tabla 1. Composicion quimica de la emulsion 1.

Componentes Fase Funcion HLB Cantidad

Vaselina Oleosa Bloquea la pérdida 11 3049

de agua actuando
como oclusivo
Agua destilada Acuosa Vehiculo fase - 25¢
acuosa
Aceite de almendra Oleosa Emulgente 12 209
Cera de abeja Oleosa Emulsificador, 9 10¢
provee de solides al
producto
Aceite de coco Oleosa Emulgente y 8 109
antioxidante

Acido estearico Acuosa Saponificacion 7 30

Bdrax Acuosa Estabilizante - 19
AEs Oleosa Aroma - 3% viv

Formulacion solida 2.

Se pesaron los componentes que se muestran en la tabla 2 en balanza analitica Mettler PE 3600. Los
componentes de la fase oleosa se mezclaron y precalentaron a 67°C. Luego se afadieron los
componentes de la fase acuosa que fueron mezclados previamente. La Integracién de ambas fases se

realizé bajo agitacion vertical a 300 rpm durante un tiempo de 60 min. Se vertieron en envases de 100

g de capacidad para su almacenamiento.
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Tabla 2. Composicion quimica de la emulsion 2.

Componentes Fase Funcion HLB Cantidad

Bloquea la pérdida

Vaselina Oleosa de agua actuando 11 3049
como oclusivo
Agua destilada Acuosa Vehiculo fase - 259
acuosa
Aceite de almendras Oleosa Emulgente 12 209
Emulsificador,
Cera de abeja Oleosa provee de solides al 9 10¢
producto
Aceite de coco Oleosa Emulge_:nte y antl 8 10¢
oxidante
Acido estearico Acuosa Saponificacion 7 30
Bdrax Acuosa Estabilizante - 1lg
AEs Oleosa Aro ma y aC“.V'dad - 3% viv
antimicrobiana
Acido lactico Acuosa Regulador de pH - 0.5% viv

Determinacién de parametros fisico-quimicos de emulsiones cosméticas.

Caracteres organolépticos.
Se determind bajo la observacion de aroma, color, brillo, grumos y apariencia de las emulsiones

cosméticas (Pérez Navarro, 2016).

Clasificacion del tipo de emulsion.
Se colocé en un vaso de precipitado 30 mL de agua destilada con 0.5 g de la emulsion y se agitd
suavemente. Luego de 1 min se observo si las fases de la emulsion resultaban separadas obteniendo la

cremacion. Esto se repitio para cada formulado (Lillini et al., 2016).

pH.
El registro del valor de pH de los formulados se realizé por medio de la disolucion de 1 g de emulsion

en 10 mL de agua destilada y medida con pHmetro Hanna Instruments (Pérez Navarro, 2016).

HBL.
Griffin y colaboradores (1974) propusieron una formula para el calculo matematico y una escala

(valores arbitrarios del 1 al 20) para comparar tipos de emulsiones.
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HLB = x1 HLB1 + xo HLB:

Donde: x1y Xo: fracciones en peso de los surfactantes; HBL: y HBL>: HBL de cada surfactante; HBL:
HBL total de la formula.
Los distintos valores de HBL para cada componente de la emulsién se encuentran tabulados. Luego

del calculo, se compard el valor obtenido con los propuestos en la figura 3.
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Figura 3. Escala de equilibrio hidrofilico-lipofilico.

Estabilidad térmica.
Las muestras de los formulados cosméticos fueron sometidas a ciclos de temperatura en un bafio

termostatizado TDK (30 a 70°C) y frezzer (-10°C) (Lillini et al., 2016). Después de 6 ciclos de 40 y -

10°C, se determind la estabilidad térmica por observacion.

18



4, RESULTADOS Y DISCUSION

Aceites esenciales.

Rendimientos porcentuales.

Los rendimientos de extraccion de AEs fueron: B. spartioides de 1% p/p y P. trifoliata 0.2% p/p. El
valor que se report6 en bibliografia por Oliva y colaboradores (2007) sobre B. spartioides fue de
0.2% para las especies vegetales que se encuentran en zona patagénica de la Argentina, abarcando
Santa Cruz y Chubut. Para P. trifoliata el rendimiento publicado es de 2% y 3% respectivamente
(Hsouna et al., 2017). Las diferencias encontradas pueden deberse a la estacion del afio en las que
fueron recolectadas, posible domesticacion, temperatura de secado, la zona geografica en donde se las

encontrd y el tipo de suelo en donde crecieron.

Caracterizacion quimica.

Los componentes mayoritarios caracterizados por CG-MS del AEs de B. spartioides colectada en
zona semiarida pampeana, se muestran en la tabla 3. EI metabolito mayoritario fue limoneno (44%),
en discrepancia con Oliva y colaboradores (2017). Esto se puede atribuir a que la composicion
quimica de un aceite esencial puede variar ampliamente debido a factores medioambientales bajo los
cuales la planta se desarrollo (régimen de precipitaciones y de vientos, estacionalidad, humedad, tipo
de suelo y de relieve, interacciones bioticas, etc.); y a factores genéticos y fisioldgicos intrinsecos
(ciclo de vida, estado de desarrollo, existencia de variedades, division de sexos, etc)(Romeu et al.,
2007).

Tabla 3. Componentes mayoritarios identificados en el AEs de B. spartioides.

Compuestos mayoritarios *Composicion (%)
Limoneno 44
Espatulenol 12

*Composicion (%) = area del compuesto x 100/area total del cromatograma

En el caso de P. trifoliata se observd la presencia de dos de los componentes descriptos para esta
especie vegetal, de la familia de los citricos (Hsouna et al., 2017), en concordancia con Tundis y

colaboradores (2016) limoneno es el componente mayoritario abarcando mas del 50% de la
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composicion quimica. En la tabla 4 se muestran los componentes mayoritarios identificados mediante
CG-MS.

Tabla 4. Componentes mayoritarios identificados en el AEs de P. trifoliata.

Compuestos mayoritarios *Composicion (%)
Limoneno 62
Beta-pineno 24

*Composicion (%) = area del compuesto x 100/area total del cromatograma

Se realizo la cuantificacion de limoneno en los AEs de B. spartioides y P. trifoliata con el fin de
determinar cuél poseia mayor concentracion de este principio activo. Como era de esperar, analizando
las tablas 3 y 4, P. trifoliata contuvo una mayor concentracion de limoneno dentro de su composicion
quimica. La importancia de cuantificar, es que podemos hacer referencia exacta del principio activo

en cada AEs. En la tabla 5 observamos las concentraciones que arrojé la cuantificacion.

Tabla 5. Cuantificacion de limoneno en los AEs de B. spartioides y P. trifoliata.

Especie vegetal *Concentracion (mg/mL)
B. spartioides 269.5
P. trifoliata 577.5

*Concentracion (mg/mL) = obtenido a partir de curva de calibrado

Actividad antimicrobiana.

La accion antibacteriana de los AEs esta dada por su composicion quimica (Cafigueral, 2007). Los
aceites de B. spartioides y P. trifoliata contienen limoneno como componente mayoritario, el cual
puede acumularse en la membrana plasmatica de los microorganismos y por tanto causar pérdida de su
integridad para favorecer la inhibicion del crecimiento (Espina et al.,, 2013). La actividad
antimicrobiana de distintos volimenes de los AEs frente a S. aureus se ensayaron mediante la técnica
de difusién en disco. Alli se observo que B. spartioides inhibi6 el crecimiento en mayor proporcién
respecto a P. trifoliata. En la figura 4 A y B que se presentan a continuacién se pueden observar las
zonas de inhibicidn, se utilizaron dos controles en el ensayo. Un antibidtico sintético (Amikacina) y

uno natural (limoneno).
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Figura 4. Ensayo de difusion en disco. A: AEs de B. spartioides BSAE frente a S. aureus. Lim:
limoneno; AM: amikacina; BSAE: aceite esencial de B. spartioides. B: AEs de P. trifoliata (PtAE)

frente a S. aureus. Lim: limoneno; AM: amikacina; PtAE: aceite esencial de P. trifoliata.

Este hecho se otorgd a posibles efectos sinérgicos entre los componentes del AEs de B. spartioides
(Oliva et al., 2007). Ya que se encontrd esta inhibicion con un menor porcentaje del principio activo

limoneno en la composicion quimica respecto a P. trifoliata.
En las tablas 6 y 7 se muestran los diametros de inhibicion para distintos volimenes de AEs de B.

spartioides y P. trifoliata frente a S. aureus. Cada ensayo se realizd por triplicado.
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Tabla 6. Efecto inhibitorio de AEs de limoneno y B. spartioides BSAE frente a S. aureus.

Limoneno (pL) Diadmetro (mm) BSAE (pL) Diametro (mm)
0 5.69 + 0.26 0 5.23 +0.09
2 15.77 £ 0.58 1 5.70 £4.94
4 18.93 + 0.77 3 9.68 +1.15
5 2091 +1.79 5 10.45 £ 0.96
6 21.15+2.81 6 10.53+£0.29
8 24.19 £ 2.65 7 21.84 £0.20
AM 31.09 £0.90 8 13.09 £ 0.38
Limoneno (6 pL) 10.75+0.16
AM 29.97 £0.55
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Tabla 7. Efecto inhibitorio de AEs de limoneno y P. trifolata PtAE frente a S. aureus.

Limoneno (uL) Diadmetro (mm) PtAE (uL) Diametro (mm)

0 5.69 + 0.26 5.24+0.04

2 15.77 £ 0.58 5.65 + 0.29

4 18.93 + 0.77 6.02+0.70

5 2091+ 1.79 6.45 + 0.69

6 21.15+2.81 8.40 + 0.67

8 24.19 + 2.65 7.67 £ 0.59

AM 31.09 £0.90 10 £ 0.60

Limoneno (6 pL) 8.70 £ 0.49

AM 31.04 £0.89

La mayor capacidad antimicrobiana se expresdé para volimenes de 5, 6 y 7 uL de AEs de B.
spartioides cuyos diametros de halo fueron 10.45, 10.53 y 21.84 mm. Estos valores representaron una
inhibicion porcentual del 34.87, 35.13 y 72.0% respectivamente. Puede ser considerado como sensible
dentro de la clasificacién de Russi (2008). Diametros inferiores a 20 mm, indican una sensibilidad
intermedia y con al menos un efecto bacteriostatico pero didmetros inferiores a 13 mm las bacterias
son catalogadas como resistentes a la sustancia de prueba. El efecto bacteriostatico, es aquel que
aungue no produce la muerte bacteriana, impide la reproduccion; las bacterias envejecen y mueren. El
hecho de que una sustancia sea bacteriostatica o bactericida dependera de su mecanismo de accion vy,
por tanto, de su estructura quimica, pero también contribuyen paralelamente otros factores como la
concentracion alcanzada en el sitio de la accion, tiempo de accion, tamafio del indculo bacteriano y
fase de crecimiento de la bacteria. Asi, los B-lactamicos s6lo son bactericidas en la fase de crecimiento
activo de la bacteria, mientras que las polimixinas son bactericidas en cualquier fase. Un antibi6tico
bacteriostatico también puede comportarse como bactericida en determinadas condiciones favorables.

Esto ocurre por ejemplo con el grupo de antibidticos como los macrdélidos (Paredes y Roca, 2004).
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El AEs de P. trifoliata presentd didmetros de inhibicion bastante menores a 13 mm, por lo tanto se
considero que carece de efecto sobre el crecimiento de S. aureus.

Para evidenciar que B. spartioides presento verdadero efecto inhibitorio fue necesario realizar un
analisis de regresion de limoneno (uL) vs inhibicion del crecimiento bacteriano (%). A continuacion se

presenta la figura 5 que lo demuestra.

30,00

R?=0,7367 L4
25,00
)
°
°

20,00 * -8
iy .
S P
£ 1500 L]
=
2
£
[
@
-
<~
3
= 1000 R? = 0,677
=
)
2
2
=
=
=
=
=

5,00

0,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aceite esencial (nL)

Figura 5. Analisis de regresién del indice de porcentaje de inhibicion del crecimiento de limoneno (e)
y B. spartioides BSAE (o).

En funcidn a los resultados obtenidos, se determind que 6 uL de AEs de B. spartioides fue el volumen
minimo a utilizar para efectos inhibitorios significativos, siendo 7 uL el de mayor efecto mostrado en

el ensayo de difusion en disco.

Emulsiones cosméticas.

Se selecciond la formulacion mas estable, a partir de la caracterizacién de parametros fisicos-quimicos.

A continuacién se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Parametros fisico quimicos de los formulados 1y 2.

Emulsion Brillo pH Color Aroma  Consistencia ~ Grumos
Formulado No 8.3 Manteca No Cremosa Si

1 grasosa
Formulado Si 5.4 Manteca Miel Cremosa No

2 fluida

El Gnico parametro que se mantuvo constante en ambos formulados fue el color manteca. En cuanto a
las demas variables las diferencias en el brillo, aspecto y grumos de ambos formulados se atribuyeron
a la etapa de adicion y agitacion durante el mezclado de la fase acuosa y la fase oleosa. La agitacion
fue una de las etapas claves para la correcta formacion de la emulsion. A diferencia de lo propuesto por
Tello, (2015) la formacion de la emulsion conllevé varios ensayos de optimizacion para determinar el
correcto tiempo de mezclado y la potencia 6ptima de agitacion. Durante la optimizacidn se trabajé con
dos velocidades de agitacion, 150 y 300 rpm para el mezclado de las fases. En la formulacion 1, la
agitacion fue de 150 rpm en donde las fases se vieron separadas una vez concluida la elaboracion, por
lo que para la formulacion 2 se opt6 por 300 rpm lograndose una emulsion estable en 60 minutos.
El formulado 1 no contuvo en su composicion quimica un regulador de pH, esto llevé a obtener una
manteca alcalina de pH 8.30 ocasionado por el borax que fue uno de los constituyentes quimicos de la
fase acuosa. La bibliografia reporta que para emulsiones de uso topico, el pH debera ser 5 0 5.5 esto se
debe a la acidez que presenta la epidermis y asi evitar que se vea afectado su normal funcionamiento
(Rosero, 2012). Como solucion a esta problematica, en la formulacién 2 se utilizé acido lactico de
concentracion 0.5% v/v adicionado a la fase acuosa gota a gota hasta llegar a un valor de pH 6ptimo de
5.4. Es comun la incorporacion de acido lactico a las formulaciones cosméticas ya que este acido es
parte de la sudoracion de la piel en una proporcion del 0.5% (Ferraro et al., 2012).
El valor de HBL fue determinado por medio del célculo matematico propuesto por Griffin y
colaboradores (1974). Para ambas emulsiones fue de 7.61, al corroborar la figura 3 de equilibrio
hidrofilico-lipofilico, las emulsiones se clasificaron como humectantes.
Las emulsiones fueron clasificadas al observar el aspecto que presentaron cuando fueron mezcladas
con agua destilada. Dando lugar a emulsiones directas aceite/agua (O/W) o inversas agua/aceite
(W/0). Los resultados obtenidos indicaron que ambas emulsiones fueron del tipo (W/O), ya que los
emulgentes en estos casos son solubles en aceites y ceras por lo que las fases durante el ensayo se
vieron separadas, por un lado el producto cosmético y por otro el agua destilada (Lillini et al., 2016).
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Cuando se evalud la estabilidad, la formulacion 1 no logro ser estable en el transcurso de los 12 dias (6
ciclos) y las fases se vieron separadas dando lugar a la conversion del tipo de emulsion. Ademas se
caracteriz6 por presentar un aroma rancio. Hecho que se atribuyo a la descomposicion de los aceites
fijos por accion de la temperatura. La importancia de este estudio radico en la posibilidad de obtener
indicios sobre el comportamiento del producto en un intervalo de tiempo y frente a condiciones
ambientales a las que puede estar sometida la emulsion (Rosero, 2012).

Respecto a la formulacion 2, todos los parametros fisico-quimicos se mantuvieron estables luego de
los ensayos y mantuvo la consistencia cremosa. Es decir la fase dispersa se mantuvo uniforme en la
fase continua. Entre los factores que se destacan para explicar lo que sucedid, estan las fuerzas de
interface que actdan en los glébulos de la emulsion (intermoleculares como de Van de Waals) asi
como también las circunstancias del ensayo en este caso la variacion de la temperatura (Aranberri et
al., 2006). A diferencia de Rosero (2012), fue estable frente a las condiciones de (5°C £ 2°Cy 40°C +
2°C) logradas en el ensayo de estabilidad tanto a temperaturas extremas como a la ambiente. Al ser
W/O vy contener en su formula méas del 60% de productos naturales, ayudd a que la piel no reaccione
ante el agregado del cosmético ya que el estrato corneo esta cubierto por una emulsion del mismo tipo,
Illamado manto &cido (Ferraro et al., 2012). Dada la estabilidad y pH que presentd, se decidid
seleccionarla como formulacion cosmetica para la elaboracién de una manteca corporal humectante.

En la figura 7 se puede observar el producto logrado.
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Figura 6. Emulsion nimero 2.

Incorporacion del AEs de B. spartioides a la formulacion namero 2.

La Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, reportd una Guia en 2016 donde
establecié que la proporcion de AEs a agregar en formulaciones cosméticas es de un maximo del 3%.
Esto dependera principalmente de que metabolitos secundarios estén presentes en dicho aceite. Por
ejemplo B. spartioides presenta dentro de su composicion quimica una mayor concentracion de
limoneno, éste no es toxico ni produce irritacion cutanea. Otro factor que considera esta legislacion es
la zona de uso del cosmético. Por esta razon se pensd para uso externo principalmente en zonas secas
de la piel por ser humectante y conservar la humedad intrinseca de la piel. A la emulsion 2 que fue la
que se eligié por su estabilidad y pH logrado se le incorporo un 3% v/v de AEs de B. spartioides. El
aroma fue suave y agradable pudiéndose reconocer el aroma a hierbas verdes. Al ser esparcida el

aroma persistio en piel.
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5. CONCLUSIONES

Aceites esenciales.

e A partir de la cuantificacion de limoneno en los AEs de B. spartioides y P. trifoliata, se
determind que para la segunda especie vegetal fue de 577.5 mg/mL, siendo la que presento

mayor cantidad de principio activo.

e EI AEs de B. spartioides present6 una interesante actividad antimicrobiana por el método de
Kirby-Bauer frente a la cepa modelo de S. aureus ATCC 25923. Para 5, 6 y 7 UL de AEs se
obtuvieron 34.87, 35.13 y 72.87% de inhibicion del crecimiento bacteriano. Los valores
34.87 y 35.13% se corresponden con una sensibilidad intermedia y un efecto bacteriostéatico.

Y 72.87% con un efecto sensible.

Emulsiones cosmeéticas.

e Se obtuvo una emulsion de aplicacion cosmética W/O a partir de la seleccidon de una formula
con mas del 60% de productos naturales. Estable con agitacion durante 60 min en el proceso
de elaboracion, el valor de pH fue de 5.5 obtenido a partir del agregad de acido lactico al

0.5% v/v a la fase acuosa. La emulsion se clasifico como humectante.

e La incorporacion del AEs de B. spartioides fue de 3% v/v respecto a la formula total,

brindando un aroma suave y delicado a hierbas verdes.
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