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PREFACIO

El cambio climéatico es real y cada dia nos afecta méas. Ha sido de interés econdémico
y social encontrar alternativas ecolégicas y naturales a la mayorfa de recursos sintéticos
que hoy utilizamos. La industria cosmética no se ha quedado atrés, pues se han modificado
infinidad de productos para dar fin al uso de materias primas sintéticas, tal y como lo son
los conservantes. Cada dia las empresas de esta industria se renuevan para estar en linea
con las necesidades del mundo y las demandas del consumidor, que cada vez mas son mas

conscientes sobre los productos que consumen y los ingredientes que estéan en ellos.
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RESUMEN

Esta investigacién tuvo como principal propoésito evaluar la potencia antimicrobiana del
aceite esencial de eucalipto ante Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus en una
emulsion cosmética facial leave-on, con la finalidad de brindar informacién til para futuras
investigaciones, asi como para empresas que deseen utilizar preservantes naturales a sus
productos. Se realiz6 este estudio por la creciente demanda de productos naturales y libres
de conservantes que existe en el mercado, pues cada vez més los consumidores se informan

y compran productos que presentan menos riesgo y dano para ellos.

Se realiz6 la cuantificaciéon de eucaliptol en la muestra de aceite esencial de eucalipto
mediante cromatografia de gases con espectréometro de masas. Se determind la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI) del Aceite esencial de eucalipto (AEE) mediante el método de
lectura en placas ELISA utilizando un espectrofotometro UV-VIS. Se determiné la CMI en
la dilucion 1:64 del AEE lo que corresponde a 6.10 mg/ml. Segin esto se formul6 una crema
facial hidratante que posefa esta concentraciéon de AEE como tnico conservante anadido.
Se compard la actividad antimicrobiana de este producto con uno que contenia sorbato de
potasio como tnico conservante anadido y se encontrd que el aceite esencial de eucalipto
presenta una mayor potencia antimicrobiana ante las cepas en estudio, que el sorbato de
potasio. Se aceptd la hipotesis de que el producto facial que contiene aceite esencial en la

formulacion inhibe el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

El beneficio del estudio fue encontrar que existe una diferencia significativa en creci-
miento (en términos de UFC/g) bacteriano entre el producto que contenia AEE y el que no,
hallandose que el AEE es un mejor inhibidor de las bacterias en este caso. Por tanto, como
se menciond, este estudio generd informacion de utilidad para futuras investigaciones en el

campo de conservantes naturales y aceites esenciales.



1. INTRODUCCION

Mediante este estudio se evaluo la eficacia del aceite esencial de eucalipto (de origen na-
tural) como preservante antimicrobiano en un producto cosmético facial leave-on, mediante
ensayos in-vitro. Se realiz6 ensayos utilizando tnicamente el aceite esencial para determinar
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite para cada una de las cepas a analizar:
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, las cuales son bacterias caracteristicas de
la piel. Una vez determinada la CMI se procedioé a ajustar la cantidad de aceite a la formu-
lacion de la emulsion facial hidratante. Se continué con la inoculacién de la emulsion para
la determinacioén la actividad antimicrobiana del aceite mediante pruebas in-vitro. Esto, con
la finalidad de hacer notar su potencial como preservante en la industria cosmética natural;
industria en ascenso econémico y mercadologico. El estudio fue de suma importancia y rele-
vancia dado que los preservantes de los productos en la actualidad son un tema controversial
por motivos ambientales y de salud. La generacién de informacién sobre el uso de un aceite
esencial como preservante puede ser de utilidad para las empresas que deseen profundizar

més en este tipo de opciones de conservantes.



2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Antecedentes

La industria cosmética es uno de los sectores comerciales con mayor crecimiento. Hoy
en dfa, el acceso a nuevos y mejores productos es mucho mas viable que hace algunas
décadas. Existen factores que hacen que este sector industrial contintie con su aumento, entre
ellos podemos mencionar: biisqueda, especialmente de las mujeres, de nuevos productos y
la satisfaccion de encontrarlos, marcas independientes y su aporte a la creatividad de la
industria cosmética, adquisicién de las empresas grandes sobre pequenas industrias y su

consecuente incremento en la creacion de nuevas industrias pequenias [1]

Los aceites esenciales son utilizados comiinmente en précticas holisticas, como la aro-
materapia o con fines decorativos aromaticos. Incluso, en la industria farmacéutica, existen
preparados como ciertos ungiientos que los utilizan en sus formulaciones, pues se les atribu-

yen propiedades relajantes y antibacterianas.

Uno de los aceites con mayor frecuencia de uso es el aceite esencial de eucalipto. Este
aceite es utilizado por diversas industrias, como la industria de alimentos que lo emplea como
saborizante o la industria agricola, que ha investigado su uso como pesticida y herbicida.
Sin embargo, su mayor uso es por parte de la industria cosmética por su uso como aroma

en un sinfin de productos o como ingrediente activo en otros.

Fuera del sector industrial, en el ambito de investigacién se ha indagado respecto al
uso de aceite esencial de eucalipto como potencial agente antimicrobiano. Bachir evalud

la capacidad antimicrobiana de Fucaliptus globulus en cultivos diluidos (10-1, 10-2 y 10-



3; 1mL de 108 células/mL) de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Evaluo distintas
concentraciones. 25, 50, 75 y 100 por ciento, del aceite esencial mediante el método de halo
de inhibicién. Se encontré la mayor inhibicion para las cepas de E. coli (dilucion 10-3)
utilizando una concentracion del 100 por ciento del aceite esencial (AE). Se observé una
relacién proporcional entre la concentracion de AE y dilucién de la cepa bacteriana; entre
més diluida la cepa y mayor concentracién del AE, mayor la inhibicién de crecimiento de

las bacterias. [2]

El aceite esencial de eucalipto es uno de los materiales con mayor concentracién de 1,8-
cineol. Aldoghaim et al., indagd en la actividad antibacteriana de varios aceites esenciales
de Fucalyptus ricas en 1,8-cineol. Se aislé este metabolito de las hojas de siete especies
de Eucalipto y analizé su actividad antibacteriana. Se determiné la CMI para bacterias
Gram negativo, Gram positivo y hongos: S. aureus, S. aureus MRSA, Entetococcus faecalis,
E. faecalis VRE, Candida albicans, Salmonella Typhi, E. coli, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii. Tomando en cuenta la CMI por bacteria, el promedio en porcentaje

v/v de CMI para el eucaliptol aislado fue de 7.0.|3]

El potencial antimicrobiano que se ha observado para el aceite esencial de eucalipto, asi
como para otros aceites, es un area que no se ha explotado dentro de la industria cosmética.
Por ser recursos totalmente naturales, podrian sustituir por completo a los preservantes

sintéticos que se contintian utilizando.

2.2. Justificacion

Segun Agexport en el ano 2017 las exportaciones de productos cosméticos ascendieron
a cifras nunca alcanzadas. Pero fue el sector de aceites esenciales que tuvo un mayor auge
de exportacion con un 47 % en comparacion con anos anteriores, siendo el mercado cen-
troamericano uno de los mayores compradores con un 60 %, seguido de México y Estados

Unidos|4]



Por el crecimiento global de este sector industrial, es entonces natural que la industria
cosmética también crezca en Guatemala. En el primer trimestre del ano 2018 Guatemala
tuvo un gasto de mas de $25 millones en importaciones de productos cosméticos de belleza

e higiene, aumentando estas cifras un 3 % del periodo anterior|5|

El mercado estadounidense es uno de los més competitivos, por lo que se espera que
para 2024 sobrepase los $19.7 billones. Sin embargo, una rama de la industria cosmética
se encuentra en auge: el mercado de productos de cuidado personal naturales y organicos.
Para finales del ano 2018 se estim6 una proyeccion de $5.6 billones en esta subclase de la

industria abarcado el 6 % de las ventas de este sector de productos.|6]

El subsector de productos cosméticos naturales y organicos se encuentra en un “boom”.
En los dltimos anos el consumidor ha cobrado conciencia sobre el tipo de productos que
utilizan y cémo estos son producidos, pues se tiene una mayor conciencia sobre los quimicos
v el dano que pueden causar tanto a nivel de la piel como en el medio ambiente. Este cambio
en mentalidad de consumo ha causado un mejor posicionamiento de la cosmética organica

y natural|7]

El propésito de este tipo de estudios experimentales, al utilizar aceite esencial en un
producto cosmético facial, es determinar su eficacia como preservante para asi generar re-
sultados que puedan ser utilizados en futuras investigaciones para aquellas empresas que
deseen certificarse como organicas o naturales, por ejemplo, certificaciones NPA (Natual
Product Association) o NSF (National Sanitation Foundation) y asi continuar el aumento

en las cifras de productos organicos o naturales.

La necesidad de realizar dicho estudio yace en la controversia actual que existe respecto
a los preservantes y como estos pueden afectar no solo al medio ambiente, sino a la sa-
lud. El estudio brinda los resultados de una opcién natural que sea igualmente efectiva y
mejor aceptada por el consumidor. Realizando ensayos in-vitro durante el periodo de junio-
diciembre 2019, para determinar la cantidad minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
aislado y luego en la emulsion facial, se determina su eficacia de inhibicién ante dos cepas
bacterianas: P. aeruginosa y S. aureus; siendo estas las mas frecuentemente encontradas en

la piel.



2.3. Planteamiento del problema

;,Cudl es el efecto del aceite esencial de eucalipto en un producto cosmético facial?

2.4. Alcances y limites

2.4.1. Alcances

Se determiné la cantidad minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de eucalipto ais-
lado, es decir, sin los componentes de la emulsién, utilizando como modelo bacteriano las
cepas en estudio. Una vez determinada la CMI, se procedi6 a ajustar las cantidades de aceite
esencial a la formulacién de la crema de manera que no sobrepasase el 5.5%. Y posterior-
mente se incubd la crema con la concentraciéon conocida de aceite esencial de eucalipto para
la determinacion la capacidad inhibitoria de este producto natural ante cepas bacterianas en
productos cosméticos. Asimismo, se efectuaron pruebas fisicas al producto terminado previo

a las pruebas de uso y ensayos microbiologicos. Ensayos fisicos:

-pH

= Centrifugacion a 3000 rpm por 15 minutos

2.4.2. Limites

No se determiné la composiciéon ni porcentaje de otros metabolitos secundarios en el

aceite esencial de eucalipto mediante GC/MS u otro método.

En este estudio no se evaluo otro producto distinto al formulado, ni se cambié la duracién

del estudio.

No se extrapol6 los resultados a formas cosméticas sélidas o liquidas; inicamente son

validos para cremas O/W.

Asimismo, los recursos econémicos y materiales disponibles para el estudio fueron limi-

tantes para el mismo.



Concentracion minima (%)  Concentracion media (%)  Concentracion méaxima permitida ( %)

0.04 4 28

Cuadro 1: Limites de concentracion de aceite esencial de eucalipto en productos cosméticos.

Se muestra en la tabla anterior los limites presentados por el Cosmetic Ingredient review respecto

a las concentraciones de aceite esencial de eucalipto en cosméticos.



3. MARCO TEORICO

3.1. Situacién financiera de los productos cosméticos

La industria cosmética es un negocio muy rentable, sobre todo el area de los productos
de cuidado facial. En el afio 2016 la compania de estudio de mercado, Grand View Research,
report6 que para el ano 2024 las ventas de este tipo de productos ascenderédn a $196.7

billones. [8]

Enfocandonos en Latinoamérica, se espera que para el ano 2020 el mercado de productos
cosméticos tenga un valor neto de $68.92 billones, pues en el 2014 este sector demografico
representd el 12.5% de las ventas de cosméticos. Entre las tendencias de consumo en la
region, se mencionan los productos naturales, pues se cree, a nivel de consumo, que ayudan

a mitigar los efectos de la contaminacion ambiental.|9]

Bajo la premisa de consumo masivo, los mayores vendedores de estos productos en Es-
tados Unidos; Walgreens, Sephora, Amazon.com y Vitacost, han aumentado sus ventas al
mismo tiempo que han reinventado e innovado en el area de articulos de cuidado personal
naturales y organicos. Se estima que para finales del ano 2016 las ventas de éstos tltimos
fueron alrededor de $1979.3 millones. Acorde con las demandas por parte de los consumido-
res, el area natural y orgéanica de esta Industria representara el 30.9 % de todas las ventas de
productos cosméticos para el ano 2024 con una expectativa de crecimiento del 9.7 % anual

en 2016. |10]

El crecimiento de esta rama de la cosmética se debe a diversos factores de preferencia

por parte de los consumidores. En 2018, GCI realiz6 una encuesta a 4000 compradores para



identificar los componentes claves que los llevan a comprar productos orgénicos y naturales.
Este anélisis se realiz6é para poder comparar los resultados obtenidos en el afio 2018 con los

obtenidos bajo la misma encuesta en el afio 2008.|11]

De los encuestados en 2018, el 68 % compra productos naturales u orgénicos; esto re-
presenta un aumento del 27 % desde el ano 2008. El 74 % de estos lo hace bajo la creencia
que este tipo de productos son mas saludables para su cuerpo. Asimismo, la falta de co-
nocimiento sobre doénde adquirir estos bienes ha disminuido, pues tnicamente el 11 % de
los encuestados en 2018 no sabia donde comprarlos, mientras que las cifras fueron mucho
mayores para esta variable en el ano 2008 [11]. La disminucion en la falta de conocimiento
sobre los lugares de adquisicién de productos cosméticos organicos y naturales seguramente
se debe al aumento de publicidad y productos de este tipo por parte de los vendedores més

renombrados.

Cabe resaltar, que el segmento generacional con mayor consumo de éstos son los millenial
jovenes (18-24 anos)|11], asimismo las mujeres son las méas comprometidas con el uso de
bienes cosméticos orgénicos y naturales[12] por lo que la gran mayoria de productos estan y
deberian estar dirigidos a estas poblaciones, pues en 2017 el ritmo de crecimiento de estos

aument6 a un 13 % anual; cifra que se espera mantener hasta 2021.|13|

Es evidente el aumento en el crecimiento de estos productos, pues como se mencioné en
parrafos anteriores, la expectativa de crecimiento en 2016 era del 9.7 %, en 2017 del 13 %, sin
embargo en un estudio realizado por The NPD Group, en 2019 la expectativa de crecimiento

en ventas de cosméticos naturales y organicos es del 24 % |14]; casi el doble del ano anterior.

3.2. Cosméticos naturales y organicos

La Administracion de Comida y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) es la entidad de
regulacion de productos cosméticos més importante en los Estados Unidos de América y el
mundo. Dado que sus regulaciones tienen impacto internacional, la definiciéon de cosmético
utilizada para este estudio se basa en la dada por ellos: “Articulos destinados a ser frota-
dos, esparcidos, vertidos o atomizados, introducidos, o de alguna otra manera, aplicados al

cuerpo humano para su limpieza, decoracidén, aumento de su atractivo o alteraciéon de la



apariencia.” Entre los productos clasificados como cosméticos se incluyen los hidratantes de

la piel, champtus, desodorantes, entre otros; cabe recalcar que no se incluyen los jabones. 15|

La Asociacion de Productos Naturales (NPA, por sus siglas en inglés) es una organizacion
dedicada a la industria de productos naturales, con enfoque en las empresas manufactureras,
vendedores al por menor y al por mayor de este tipo de bienes. NPA se ha dedicado en crear
los estandares més altos para productos naturales de cuidado personal, entre estos incluidos

los cosméticos faciales.|16|

En aras del auge de productos cosméticos “naturales” y “organicos” es conveniente una
definicién de estos términos. La FDA no posee una definiciéon para el término “organico”
por el cual regirse para sus regulaciones, mas hace énfasis en la importancia de no elegir
productos “organicos” con base a la creencia de que son seguros. Asimismo, esta entidad no

posee una definicion para “natural” por la cual regirse en el drea de productos cosméticos.|17]

Sin embargo, podemos definir “organico” con base al Programa Nacional Orgéanico (NOP,
por sus siglas en inglés). Se define como cualquier proveniente de una agricultura orgénica
en tanto el uso de fertilizantes sintéticos se ve limitado y no utilizan irradiacién o inge-
nierfa genética protegiendo los productos de contaminacién por sustancias prohibidas y de

productos no organicos. 18|

La Asociacion de Cosméticos, articulos de aseo y perfumeria (CTPA, por sus siglas en
inglés) es el ente representante del Reino Unido en cuanto a estos productos se refiere.
Dicha entidad, al igual que la FDA, carece de una definicién para “natural” y “organico”.
Més hace énfasis en que no se debe enganar al consumidor al utilizar estos términos, pues
es posible atribuirle el caracter de natural a un ingrediente, pero es mas dificil hacer esta

misma afirmacion sobre un producto completo.|19]

Asimismo, la CTPA indica la diferencia de la proclamacion de productos naturales/
organicos versus aquellos que no lo son: utilizacién de una mayor cantidad de este tipo de
ingredientes o de ingredientes quimicos derivados de los naturales. De la mano de lo anterior,
hay restricciones sobre las rutas sintéticas que son permitidas para este tipo de excipientes

o principios activos.|19]

A pesar de que no exista una definicion legal para estos términos, publicamente se entien-



de por productos cosméticos naturales cualquier ingrediente que sea “una planta, mineral,
producto animal o derivado”. En los productos cosméticos orgénicos, el término “orgénico” se
refiere a como fue cultivado algtn ingrediente de la formulaciéon; proveniente de fuentes “sin
pesticidas, fertilizantes quimicos, hormonas o antibiéticos”. Una de las agencias regulatorias
més fuertes en cuénto a productos organicos se refiere es la Asociacién Australiana de Cer-
tificacion Organica (ACO, por sus siglas en inglés). Esta indica que un producto que quiere

certificarse como organico debe contener entre un 70-95 % de ingredientes organicos.|20)|

El estandar COSMOS, (el cual es la armonizacion de diversos estandares en Europa; se
incluyen el BDIH de Alemania, el BioForum de Bélgica, CosmeBio y EcoCert en Francia,
ICEA en Italia y la UK Soil Association)|21], define como producto de origen natural “el agua,
minerales e ingredientes de origen mineral, ingredientes agricolas procesados fisicamente,
ingredientes agricolas procesados quimicamente y derivados de todos los anteriores. No se
consideran de origen natural: petroquimicos, preservantes y agentes desnaturalizantes de
origen petroquimico”’|22|. Ahora bien, el otro término se describe de forma mas abstracta,
haciendo alusién a que cualquier producto denominado organico es “aquél que cumple con los
estandares orgénicos utilizando el Codigo Alimentario GL 32 como referencia o su equivalente

internacional.” 23]

3.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos obtenidos de fuentes naturales; plantas. Estos poseen
propiedades que pueden tener diversos efectos tanto para la planta como fuera de ella, cuando
estos son extraidos. Su composicién es basicamente una mezcla de compuestos volatiles como

los terpenos, compuestos con anillos arométicos, fenilpropanoides, entre otros.|[24]

El proceso industrial de la obtenciéon de estos productos se basa en distintos procesos
de destilacion del material que se quiere obtener. Entre los métodos mas utilizados se en-
cuentra la hidrodestilacion, la destilacién por arrastre de vapor de alta presiéon y a presion

atmosférica. [24]
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Es posible realizar multiples analisis a los aceites esenciales, ya sea para la separacion
de sus compuestos o para la identificacién de ciertos compuestos en una muestra ya sea
purificada o mixta. El estudio de composiciéon de un aceite esencial ha sido muy eficaz en
términos de conocer los metabolitos que lo componen, asi como su concentracién. Uno de los
métodos utilizados para identificar la composicion de un aceite esencial es la espectroscopia
de masas. Los compuestos clave que se identifican mediante este método son los iones de

terpenos.|24]

Los terpenos son una clasificacion muy amplia que puede dividirse en mono-terpenos,
sesqui-terpenos y mas. Los monoterpenos se componen de dos unidades de isopreno; el
terpeno mas simple de todos. Son los terpenoides més sencillos y se encuentran en abundancia

en los aceites esenciales de varias materias primas vegetales. [25)]

Dada la configuracion de enlaces en la estructura del isopreno, los monoterpenos usual-
mente tienen composiciéon ciclica; se conocen muy pocos compuestos monoterpenoides con
estructura aciclica. Entre estos compuestos se pueden mencionar el Mirceno, O-cimeno y

citral.[25]

Los monoterpenos ciclicos son compuestos que pueden ser saturados, parcialmente insa-
turados o aromaticos, en cuanto a la conformacion de sus enlaces. Los grupos funcionales
que se encuentran con mayor frecuencia en estos son los éteres, acidos hidroxilicos, ésteres,
aldehidos y cetonas. Dado que son parte de los aceites esenciales, es facil pensar que su

naturaleza es lipofilica.|26)]

Los monoterpenos tienen una biosintesis base de la reaccion entre DMAPP e IPP, pos-
terior, una serie de reacciones se abren paso para generar el geranil pirofosfato. A partir de
esta ultima estructura mencionada, se sintetizan diversos monoterpenos como el mentol o el

1,8-cineole; coloquialmente conocido como Eucaliptol.|26]

La importancia de los terpenoides yace en su utilizacién en aromaterapia y en productos
de cuidado personal, dado que poseen caracteristicas arométicas, son muy demandados y
preciados. Se sabe, que en la antigiiedad la fito-farmacia era la tnica alternativa real dispo-
nible para curar enfermedades o tratar sintomas. Los metabolitos secundarios provenientes
de diversas familias de plantas jugaban un papel esencial en la terapia de las personas. Los

terpenoides eran y son, entonces, metabolitos importantes no solo por su aroma, sino por
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sus propiedades antibacterianas, antineopléasicas, diuréticas, entre otras.|27]

3.4. Aceite esencial de eucalipto

El aceite esencial de eucalipto cuenta con la mayor concentraciéon de 1,8-cineol o eu-
caliptol; metabolito al que se le atribuye la mayoria de sus propiedades, entre ellas las
antimicrobianas|28|. En el Cuadro 2 se presentan los compuestos mayoritarios en la especie
FEucalyptus globulus al ser esta la méas utilizada, pero no la tinica, para la extraccién del

aceite esencial.

Cabe notar que existen otras especies de esta planta para las cuales se han identificado
mas metabolitos o incluso, los mismos anteriormente presentados, pero en distintas concen-
traciones. Es de suma importancia notar que en especies como E. maideni el porcentaje
de eucacliptol es de mas del 80 % y en especies como E.lehmani este mismo metabolito se

encuentra en menos del 50 % en el aceite esencial obtenido de las hojas.[29]

3.5. Aceite esencial de romero

El aceite esencial de romero, como muchos otros, se ha utilizado como alternativa medi-
cinal a los farmacos sintéticos que hoy existen. Se han realizado varios estudios mostrando
que este posee actividad antimicrobiana, se le atribuye a su vasta cantidad de metabolitos

secundarios. La composicién quimica de este aceite esencial segiin la Normalizacion Espanola

UNE 84306:2006 es la que se presenta en el Cuadro 3.
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Compuesto Porcentaje (%)

1R~a-pineno 18.18
(-)-B-pineno 0.69
O-cimeno 0.37
1,8-cineol 55.49
Metil m-tolil carbinol 0.21
Terpinen-4-ol 0.33
a-terpineol 0.79
Q-gurjuneno 2.98
Calereno 0.39
Longiborn-2-eno 8.15
(-)-alloaromadendreno 2.09
(+)-ledeno 3.91
a-cadineno 0.37
Humulano-1,6-dien—3-ol 0.21
(-)-isolongifolol acetato 2.34
Longifoleno 0.89
(+)-rosifoliol 0.3

Cuadro 2: componentes del aceite esencial de las hojas de E.globulus [28|
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Componente Porcentaje minimo (%) Porcentaje maximo (%)

Q-pineno 18 26
Canfeno 7 13
(B-pineno 2 5

Mirceno 2.5 4.5
Limoneno 2.5 9.5
1,8-cineol 16 23
Alcanfor 12.5 22
Linalool 0.5 2.5
Acetato de bornilo 0.5 2.5
Terpinen-4-ol 0.4 1.5
Borneol 1 4.5
a-terpineol 1 4

Verbenona 0.7 2.5

Cuadro 3: Componentes del aceite esencial de Romero 30|

Como se observa en el cuadro anterior, este aceite posee 1,8-cineol como uno de los
componentes con mayor concentracion. Gracias a estudios con otros aceites esenciales se

sabe que este metabolito contribuye a la actividad antibacteriana.

3.6. Actividad antibacteriana de los aceites esenciales
A continuacion, se presenta un resumen de las investigaciones realizadas para determinar

la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de eucalipto y romero. Dichas

investigaciones se describen a mayor detalle posteriormente.
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Autores CMI Microorganismos
1,8-cineol
Kifer, D. et.al |31] 4-8 mg/ml MRSA

Romero

Jiang, Y. et.al |32]

Bonilla, D. et.al 33|

0.03% v/v-1%v/v

1000 p g/ml.

E. coli, P. aeruginosa
y A. niger

Porphyromonas gingivalis

Eucalipto

Elaissi. et.al |34]

Elaissi. et.al 35|

Chaves, T. et.al [36]

Halo de inhibicién de 9.00

Halo de inhibicién de 27.4

1000 g g/ml

+ 3.9 mm

Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis

y Staphylococcus aureus
+ 10.7 mm (S. aureus)
Haemophilus influenzae,
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae
y Streptococcus pyogenes

Staphylococcus
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Cuadro 4: CMI de distintos compuestos para diversas cepas bacterianas en varios estudios

Como se observo en el cuadro, existen diversas investigaciones respecto a los aceites
esenciales y sus metabolitos. El 1,8-cineol, eucaliptol o cineol ha demostrado tener actividad
antimicrobiana; es este metabolito el mayoritario en ciertos aceites esenciales como el AE
de eucalipto o romero. Se ha aislado este compuesto para probar su efectividad por si solo
ante bacterias como S. aureus. Se determin6 que la CMI de este compuesto aislado es entre

4-8 mg/ml para cepas de MRSA. [31]



Con el aceite esencial de romero, se ha evaluado su actividad antimicrobiana y su compo-
siciéon quimica. Se ha encontrado que el mayor constituyente de este producto es el 1,8-cineol
o eucaliptol en concentraciones de aproximadamente el 26 %, seguido de a-pineno al 20 %.
Se prob¢ en el estudio de Yang et al. en 2001, la capacidad antibacteriana del aceite de rome-
ro y los metabolitos mayoritarios aislados contra bacterias Gram positivo (Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis), Gram negativo (Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) y dos hongos (Candida albicans y Aspergillus

niger).|32]

En la misma investigaciéon mencionada anteriormente, se encontré la concentraciéon mi-
nima inhibitoria (CMI) el 1,8-cineol y « -pineno. Se encontr6 que la CMI para el « -pineno
fue efectivo dentro del rango de 0.3% v/v - 4% v/v; para los microorganismos E. coli, P.
aeruginosa 'y A.niger las concentraciones de 1,8-cineol dentro del rango de o .2% - 4.0% v/v
no fueron efectivas. Utilizando el método de curva de inhibicién en el tiempo, se determind
que el aceite esencial de romero, al igual que el resto de las muestras, inhibi6 el crecimiento

a un minimo de 10* UFC /ml.

El aceite esencial de romero es de gran interés para demostrar su capacidad inhibitoria
del crecimiento bacteriano. En un estudio realizado por Bonilla, et.al, se evalu6 este aceite
para demostrar su potencial actividad bacterioestatica ante Porphyromonas gingivalis en
un estudio in vitro. El aceite se utilizo en diluciones de etanol al 96 % en concentraciones
de 12.5 pg/ml a 12000 pg/ml; se compar6 con soluciones de 0.015 pg/ml — 256 p g/ml de
metronidazol. Para determinar la CMI se incub6 durante 7 dias y se determiné que dicha

concentracion del aceite esencial de romero es 1000 pg/ml. |33]

Ahora bien, el aceite esencial de eucalipto, como uno de los productos més rico en
eucaliptol, ha sido de gran interés para estudios de actividad antibacteriana y anti-fangica.
En 2011 se realiz6 una evaluaciéon del aceite esencial de 20 especies de FEucalyptus para
determinar dicha actividad antibacteriana. Al igual que el aceite de romero, el aceite de
eucalipto tiene como componentes mayoritarios al 1,8-cineol y a-pineno. Se utilizaron 4
bacterias para el estudio de Elaissi et.al. en 2011: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. |34]

Se utilizaron discos con 10 1 de cada uno de los aceites esenciales para determinar su halo
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de inhibicién y con eso establecer su actividad antibacteriana. Al analizar todos los resultados
se observd que a pesar de que el eucaliptol y a -pineno han demostrado ser potentes agentes
antimicrobianos, su actividad puede reducirse en presencia de otros metabolitos no deseados
como el p-cimeno, « -pineno, criptona y sesquiterpenos oxigenados. Se concluyd que cada
una de las especies de Fucalyptus posee distinta actividad antimicrobiana ante las cepas
de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y E. faecalis, y que eso depende de los metabolitos
que posee y la concentraciéon a la que estos se encuentran, sin embargo, S. aureus fue la
bacteria mas sensible y P.aeruginosa la mas resistente ante los aceites esenciales como
agentes antibacterianos. el mejor resultado inhibitorio fue dado por E. cinérea y E.gunnii

con una inhibicién de 9.0mm. [34]

Un ano después del analisis de actividad antibacteriana del aceite esencial de 20 especies
de Fucalyptus, Elaissi et.al, evalué ocho especies de Fucalyptus para determinar su actividad
antibacterial, antifingica y antivirica. Se prob6 la actividad ante siete bacterias: Haemop-
hilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes. Se trabajo
mediante el método de Kirby Bauer (discos de inhibicién) con un inéculo igual al estandar
0.5 de McFarland. Los discos fueron impregnados con 10 ul de cada aceite; se midi6 el halo
inhibitorio a las 24 horas de incubacién a 37°C. Las mayores inhibiciones fueron dadas por

E. odorata al dar una inhibiciéon de 27.4 + 10.7 mm contra S. aureus.|35|

Para determinar la actividad antifingica, se utilizaron los siguientes microorganismos:
Candida albicans, Scopulariopsis brevicaulis, Trichophyton rubrum, Trichophyton soudanen-
se 'y Microsporum canis. Los resultados fueron dispersos, sin embargo, un tnico aceite mostro
100 % de inhibicion ante las especies de Trichophyton. La conclusion fue que no existe re-
lacién entre la concentracién de un metabolito especifico y la capacidad antifangica; se le

atribuye esta propiedad a la sinergia de los metabolitos presentes en los aceites.[35|

Recientemente, en el 2018 Chavez et.al, estudio la capacidad el aceite esencial de eucalipto
de E. camaldulensis como potenciador de antibioticos. Este aceite, que presenta alrededor
del 80 % de 1,8-cineol, potencia la actividad de los antibi6ticos betalactamicos; resulta util
en cepas resistentes de S. aureus y E. coli. Se determiné que la CMI de aceite esencial de

eucalipto para Staphylococcus es de 1000 pg/ml, pero fue mayor para E. coli. Debe recordarse
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Figura 1: Estructura quimica del eucaliptol

que las cepas analizadas fueron cepas resistentes a medicamentos, sin embargo, el AE logré

inhibir su crecimiento. [306|

En aras de la experimentacion de la actividad antimicrobiana, se han aislado los mono-
terpenos de los aceites esenciales para realizar este tipo de ensayos con estos. Van Vuuren
estudio la actividad antibacterial. del 1,8-cineol y de enantiémeros del limoneno aislados y
en combinacion. Analizé su CMI para diversas cepas bacterianas. Siendo S. aureus y E.coli

las méas representativas, ambas presentaron una CMI de 8 mg/ml.[37]

Como se expuso en los parrafos anteriores, el aceite esencial de eucalipto es de interés
por su actividad antimicrobiana. El uso de este producto natural es entonces relevante como
potencial uso preservante en una emulsién cosmética facial, pues ademas de su capacidad

antimicrobiana, el AE de eucalipto tiene propiedades beneficiosas en la piel.

3.7. Eucaliptol

Uno de los terpenoides con mayor abundancia en ciertas especies de plantas es el Euca-
liptol o 1,8-cineol(e)|38|. Este metabolito sera el de principal interés para este estudio, dado
que se encuentra presente en los aceites esenciales que seran analizados mediante CG-MS;

aceite esencial de romero y de eucalipto.

A partir de elucidaciones utilizando técnicas como Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrogeno (HNMR), CG/MS e Infrarojo (IR), se ha encontrado la formula esqueletal de la

molécula, como se muestra en la Figura 1. [3§]
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El eucaliptol y cualquier isoprenoide, tienen un origen en comun: Isopentil di fosfato
(IPP) y dimetil alil di fosfato (DMAPP). A partir de estas dos estructuras se sintetizan he-
miterpenos o los prenil-difosfatos mediante la adiciéon continua de IPP. Los prenil-difosfatos
son los precursores de los principales terpenos encontrados en la naturaleza; es a partir de
ellos que los monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, carotenoides y demés,

son sintetizados.|39|

En investigaciones realizadas, se ha determinado que el eucaliptol o cineol (referencia
para la biosintesis), se encuentra en su mayoria en las hojas frescas de Eucalyptus globulus,
E. smithii y E. polybractea. Estas especies contienen concentraciones de aceite esencial entre

1-3 %, siendo el metabolito mencionado el mayor constituyente de éste en un 70-85 %.[40|

Como se menciond anteriormente, la sintesis de cualquier compuesto isoprenoide tiene
una base biosintética similar. Una breve descripcion de esta seria: El Geranil pirofosfato
(GPP) es el metabolito secundario inicial en la sintesis de cualquier isoprenoide. La sintesis
inicia del Di-metil alil pirofosfato y mediante adiciones electrofilicas y estabilizacion de la
estructura se obtiene el GPP (Figura 2 de la seccion de anexos). Luego, el cation mentil/a-
terpenil es el producto intermediario clave para la sintesis del cineol, limoneno y demés
isoprenoides (Figura 3 de la seccién de anexos). A partir de ese compuesto, el cineol o
eucaliptol finalmente se sintetiza mediante una hidratacion y adicion de un grupo alcohol
en el cation mentil/a-terpenil y finaliza con una ciclacion por la pérdida de un i6n hidronio
(Figura 4 de la seccion de anexos). Este metabolito es biosintetizado mediante varios pasos
que ocurren en las plantas como parte de sus mecanismos de sobrevivencia, pues se sabe
que los aceites esenciales son una forma de proteccién y atraccion de polinizadores para los

productos vegetales.

3.7.1. Propiedades fisicoquimicas del eucaliptol

El eucaliptol es un compuesto organico monoterpénico que posee diversos sinénimos
como parte de la nomenclatura quimica actual; cineole, 1,8-cineol, cajeputol, entro otros. Su

estado fisico es un liquido incoloro aprobado por la FDA para su uso en alimentos.|41]

Este compuesto es un liquido incoloro con olor caracteristico a camphor con una de
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sensacion de sabor fresco, picante y agrio. Su peso molecular exacto es de 154.136 g/mol,
con un punto de ebullicién de 176-177°C y un punto de fusion de 1.5°C[42].Es una molécula
completamente insoluble en agua, sin embargo, es miscible en éter, alcohol, cloroformo, acido
acético glacial, glicerina, Propilenglicol y aceites fijos y volatiles. Posee una densidad de 0.92

g/cm3, aproximadamente.|38]|

El eucaliptol puede identificarse por medio de espectroscopia de masas por lo que se
presenta en las figuras 5-9 de la seccion de anexos los espectros de masas de diversas pruebas

para poder tener una base de comparacion.

3.7.2. Efecto del eucaliptol en la piel

El eucaliptol es comtinmente confundido con el aceite esencial de eucalipto, en casos
incluso son mencionados como sinénimos, mas no lo son. Este compuesto se utiliza como
agente aromatico en la mayoria de los productos de uso personal y de limpieza; en cremas de-
portivas se utiliza en concentraciones de hasta el 4 %. Se han realizado estudios demostrando
que este compuesto no irritante cuando se aplica en solucién en la piel, sin embargo, se ha

observado irritaciéon nasal en algunos casos; posiblemente debido a su caracter irritante.|42]

El Cosmetic Ingredient Review, utilizando la data de la Food and Drug Administra-
tion (FDA) a través de su programa de Registro Voluntario y de la industria cosmética en
operacion, resalta que el aceite esencial de eucalipto tiene una concentraciéon méaxima de
uso reportada del 5.5% en productos para el cuerpo y manos. El resto de reportes tienen

concentraciones de 1.4 % o menos, incluidos los productos faciales.|43]

Una de las capacidades de los terpenos es actuar como potenciadores de penetracion de
sustancias en las barreras de la piel. Esto se debe principalmente a su estructura quimica
y propiedades fisicoquimicas tales como su capacidad lipofilica alta, el tamano y quiralidad
pues aquellos con un menor tamano tendran mayor capacidad potenciadora. Asimismo, el
estereoisémero (-) de los terpenos es méas activo para facilitar el transporte de moléculas. El
punto de ebullicién y la energia de vaporizaciéon también tienen un rol importante en este
aspecto. La mayorfa de los terpenos como el geraniol, limoneno, mentol, eucaliptol, entre

otros, acttian a nivel del estrato cérneo de la piel alterando su equilibrio lipidico “producien-
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do defectos entre los dominios ordenados y desordenados, permitiendo un incremento en la
concentracién de medicamento que atraviesa el tejido luego de la aplicacién del potencia-

dor”.|44]

Se ha escrito sobre la capacidad del eucaliptol de actuar como un potenciador de la
permeacion de la piel para diversos compuestos. Se fundamentan estas afirmaciones en la
creencia que este compuesto ayuda a reducir la intensidad de los reflejos dependientes de
lipidos; esto puede asociarse a una ruptura de los lipidos en las subcapas de la piel, como

puede serlo la capa hipodérmica. [45|

En cuanto a su toxicidad en la piel, estudios realizados en concentraciones 4-28 % de
eucaliptol puro en aceite mineral, no mostraron efectos irritantes. Estas concentraciones
sobrepasan los limites de uso comun, pues el cineol en jabones se utiliza al 0.4 %, 0.04 % en

detergentes, 0.5 % en cremas y alrededor de 1.6 % en perfumeria.|[45]
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4. MARCO METODOLOGICO

4.1. Objetivos generales

1. Evaluar la potencia antimicrobiana del aceite esencial de eucalipto ante Pseudomonas

aeruginosa 'y Staphylococcus aureus en una emulsion cosmética facial leave-on.

2. Generar informacion util para futuras investigaciones, asi como para empresas que

deseen implementar preservantes naturales a sus productos.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la cantidad de eucaliptol en la de aceite esencial de eucalipto a utilizar en

la formulacion de la emulsion, mediante GC/MS.

2. Formular un producto cosmético facial de facil absorcién que contenga la CMI de aceite

esencial de eucalipto como preservante.

3. Comparar la eficacia preservativa del aceite esencial de eucalipto versus el sorbato
de potasio en ensayos in-vitro, utilizando las cepas de Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus con el sorbato de potasio en la emulsion facial.
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4.3. Hipoétesis

Hipotesis nula (Ho): El producto facial que contiene aceite esencial en la formulacion no

inhibe el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Hipotesis alternativa (Ha): El producto facial que contiene aceite esencial en la formula-

cion inhibe el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

4.4. Variables

Independientes:

= Aceite esencial utilizado

= Concentraciéon de eucaliptol utilizada
= Tiempo de uso del producto

= Viscosidad de la formulacién

= pH de la formulacién

Dependientes

= Lote del aceite esencial utilizado

= Crecimiento bacteriano en placas de cultivo
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4.5. Procedimiento

4.5.1. Revision bibliografica

4.5.2. Elaboracién del plan de investigacion

4.5.3. Determinacion del porcentaje de eucaliptol en la muestra de aceite

esencial

En el laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado de la Universidad del Valle de
Guatemala: El equipo utilizado fue el cromatografo de gases con espectro de masas en una
columna capilar de silica gel de 60m x 0.25mm ID y 0.25u film. Las temperaturas del puerto
de inyeccién y del detector se mantuvo a 250°C. El gas acarreador fue Helio a 30 psi. El
flujo del Split fue de 50ml por minuto. Las condiciones iniciales de la columna fueron 60°C,
luego aumentando a 200° a una razén de 6°C por minuto, comenzando al momento de la

inyeccion. [46)

Preparacion de la soluciéon de la muestra: Se transfirio6 90mg de eucaliptol, pesados en
una balanza analitica, a un balén de aforo de 100 mL; el disolvente fue metanol para aforar

al volumen.|46]

Preparacion de la solucion del estdndar: Se prepar6 una solucién de Butirato de Amilo

(10 %) en metanol.Se corrio la solucion del estandar [46]

4.5.4. Ensayo in vitro: determinacion de la CMI del aceite esencial de

eucalipto

En el laboratorio de microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala: Se deter-
miné la CMI utilizando el método de dilucién seriada en caldo, el cual segiin Balouiri et.al,
es el més apropiado para determinar la concentracion minima inhibitoria, pues permite

determinar la concentracion del agente antimicrobiano en el caldo utilizado.|47]

Un in6culo de S. aureus y P. aeruginosa fue ajustado al estindar de Mc.Farland 0.5 e
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incubado durante 24 horas a 37 4 2°C. en infusion cerebro-corazén (BHI).|48]

En tubos con rosca que contenian 9ml de Caldo Miieller Hinton (MHB), el cual se utilizo
como medio en las placas de microdilucién, se vertié 100 pul de una de las bacterias que se

incubaron en BHI. Se mezcl6 utilizando un vortex.[48]

Posteriormente se procedié a llenar los pozos de la placa de microdiluciones con 50 ul
del tubo con MHB contaminado con la bacteria y 50 ul del aceite esencial de eucalipto.
Se realizaron diluciones desde 1:2 hasta 1:1048576 en triplicado por cada bacteria. En el

siguiente cuadro se muestra el orden de las diluciones en las microplacas.

Posterior a su preparacion, se procedio a incubar las cajas durante 24 horas a 37 + 2°C

[48] y se ley6é cada una en un lector de absorbancia de microplacas BioTek.

Asimismo, se procedié a utilizar un método colorimétrico para determinar la dilucién en

donde inici6 el crecimiento [47] utilizando TTC.
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4.5.5. Formulacién de la emulsion

En Scentia Perfumeria S.A.: Con base en los resultados obtenidos de la CMI del aceite
esencial de eucalipto, se procedi6 a realizar la formulacién utilizando este como conservante

de la emulsiéon

Fase Material/INCI Porcentaje en la formula ( %)
A Agua desmineralizada 77.42
B Ceteareth-12 0.5
B Ceteareth-20 0.5
B Alcohol cetoestearilico 4.6
B Aceite de maiz 4.7
B Aceite de girasol 3.5
C  Sorbitol 3.5
C  Glicerina 1.5
C  Propilenglicol 2
C  Poliacrilato de Sodio 0.22
C  Aceite esencial de eucalipto 1.56

SUMA 100 %

Cuadro 6: Formulacién de la emulsiéon facial

El sorbato de potasio se utiliz6 a una concentracion del 0.15 % en sustitucién del aceite
esencial de eucalipto y se ajust6 el porcentaje restante con agua. El control positivo que no

contenia conservantes igualmente se ajustd con agua.

Con la emulsién hecha, se procedi6é a analizar la actividad antimicrobiana del aceite esen-

cial de eucalipto y su comparaciéon con sorbato de potasio en ésta, para bacterias aerobias.

4.5.6. Ensayo in-vitro: crecimiento bacteriano en placa de la emulsién

facial

En el laboratorio de microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala: El método

de evaluacion bacteriologico para la emulsion fue el método BAM (Bacteriological Analytical
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Manual) aprobado por la FDA, en 2017. El procedimiento que a continuacion se detalla fue
utilizado tanto para la emulsién que contenia el aceite esencial de eucalipto, para la emulsiéon
que contenia sorbato de potasio y para el control positivo. Asimismo, todo el procedimiento

se encuentra en ese manual.

Inoculacion de la muestra

Se afiadi6 un volumen de 100 i de un inéculo de 1x10® de S. aureus y P. aeruginosa,
por separado en cada crema. Se incubaron a temperatura ambiente durante dos dias y
posteriormente se efectu6 el recuento bacteriano segin el procedimiento de la FDA (Food and
Drug Administration). De los resultados obtenidos se discutio6 la capacidad antimicrobiana

del aceite esencial de eucalipto en el producto.

Manejo de muestras cosméticas para analisis microbiolégico

Las muestras debieron ser analizadas lo antes posible. Se desinfecté el area de trabajo
con una mezcla de etanol (ac) 70% v/v, antes de comenzar el analisis. Se utilizo 1g de

muestra segin lo recomendado por la FDA.[49|

Preparaciéon preliminar de la muestra

En el caso de la emulsién, se removié de manera aséptica la muestra a tomar y se pesé6 1g
en tubos con tapa que contenian 1 ml de Tween 80 estéril. Se mezclé todo el contenido del
tubo con un voértex y se ajusto el volumen a 10 ml con 8 ml de Caldo Modificado Letheen
(MLB) estéril, para obtener una dilucién 10°!. A partir de esta dilucién se generaron las

demaés.[49]

Evaluacién microbiolégica

Para el conteo en placa de microorganismos aerobios Se utilizé el método de regado
en placa por facilidad de identificacion de las colonias. Se diluyé la preparacién cosmética

obtenida en la seccidon “preparaciéon preliminar de la muestra” utilizando MLB para obtener
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una serie de diluciones de 107, 102, 103, 10* y 10" (obteniendo factores de dilucién de

100, 1000, 10.000, 100.000 y 1.000.000 respectivamente).|[49|

Para la preparacion de las diluciones, se comenzé con la dilucién 10! y utilizando una
pipeta estéril limpia, se transfieren 1.0 ml de esta dilucion a 9 ml de MLB, para obtener una
dilucién 102, Se repite este paso para obtener la tercera dilucion, partiendo de la dilucién

anterior.Las diluciones fueron realizadas en triplicado. [49]

En las placas con Agar Letheen Modificado (MLA) previamente preparadas, se virti6 en
cada una, por separado, 0.1 ml de cada una de las diluciones (107*, 102, 103, 10* y 107?).

Las pruebas se trabajaron por duplicado de cada dilucion. [49]

Se esparci6 el inoculo utilizando esparcidores estériles, utilizando uno por dilucién. Se
dejo que el ML A absorbiese el indculo previo a la incubacion. Una vez absorbido la muestra

diluida, se incub6 durante 48 horas a 30 4 2°C. 49|

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a realizar el conteo de colonias
de cada placa de las cinco diluciones. Se calcula y se reporta el nimero de colonias aerobias
que crecieron utilizando el método que indica el BAM del conteo convencional de conteo en

placa.[49]

Presentacion de conteo de colonias aerobias

Se debio reportar las APC (conteo en placa de aerobios) /g. Si no se obtuvieron colo-
nias en el MLA, se reporta como < 10= " UFC/g= ‘">, donde UFC significa Unidades

Formadoras de Colonias [50]. En caso existiese la presencia de colonias, se clasifican como:

1. Entre 25-250 UFC. [50]

2. Placas con mas de 250 UFC: cuando todas las diluciones en todas las placas exceden

este nimero, se registran como MNPC (Muy Numerosas Para Contar). |50]

3. Esparcimientos: Las colonias esparcidas pueden ser de tres tipos 1) una cadena de
colonias 2) una colonia que se incub6 entre el agar y el plato en una gota de agua 3)

colonia desarrollada en agua en la superficie del agar o en la orilla de la placa. [50|
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4. Placas sin UFC: cuando no hay crecimiento se reporta como “menor a 1 vez de la

dilucién méas pequena”. [50|

Para las placas con 25-250 UFC, se tom6 en cuenta tnicamente las placas que contuviesen
UFC’s dentro de este rango. Si existieron placas dentro del conteo en duplicado que cayeran
fuera de este rango, esas placas no fueron tomadas en cuenta para el conteo de este rango.

Se calculo el conteo en placa aerobio (APC) como:

C
N:Z[(l*m)—i—(l*ng)*d] =ApPC

En donde n representa el conteo de UFC y d la dilucion. [50|

Para las placas con menos de 25 UFC se siguieron los mismos criterios de inclusion que

para las placas de 25-250 UFC y se calcul6 el APC como:

1
25% = = AP
5*d C

en donde drepresenta la dilucion de la placa. [50|

Para las placas con mas de 250 UFC, pero con menos de 100 UFC/cm?2, se estimé el
niamero de UFC con el estimado mas cercano a 250 y se multiplica por la dilucion (EAPC:

conteo en placa de aerobios estimado). [50|

4.5.7. Pruebas fisicas

Se le medira el pH utilizando un potenciémetro y la estabilidad utilizando una centrifuga

a 3000 rpm/15 minutos.

4.6. Diseno de investigaciéon

Diseno experimental comparativo de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de

eucalipto contra el sorbato de potasio en una emulsion facial de uso cosmético.
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4.7. Anilisis estadistico
Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se determiné la normalidad de los datos. Luego,

se utilizo la prueba no paramétrica de Scheirer Ray (Hare test) se vio el efecto de los

tratamientos y diluciones. Como prueba Post Hoc se utiliz6 la prueba de Dunn.
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5. MARCO OPERATIVO

5.1. Recabacién y colecta de datos

Los datos serédn analizados utilizando el programa Microsoft Excel con el paquete esta-

distico Real Statistics.

5.2. Recursos

Humanos

= Autor: Alexia Higueros

= Asesor principal: Licenciado Mario Sarceno

= Asesor secundario: Licenciado Victor Jiménez
= Colaborador: Doctor Elfego Rolando Lopez

= Colaboradora: Licenciada Ana Luisa Mendizabal
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Materiales

Equipos

= 1 cromatdgrafo de gases con detector de espectro de masas

= 1 computadora laptop

1 agitador de laboratorio
= 1 potencidémetro

= 1 centrifuga

= 1 incubadora

= 1 balanza analitica

s ] balanza semi-analitica

1 lector de placas ELISA

= ] autoclave

Materiales y cristaleria

= Metanol

= Aceite esencial de Eucalipto
= Butirato de amilo

= Ceteareth-12

= Ceteareth-20

= Alcohol cetoestearilico

= Aceite de maiz

= Aceite de girasol
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Sorbitol

Glicerina

Propilenglicol

Sorbato de potasio

Poliacrilato de sodio

Agar Miieller-Hinton

Caldo neutralizante D/E

Agar Letheen

Caldo Letheen

Tween 80

Tubos con tapén de rosca 20 x 125 mm
Cajas Petri estériles desechables 60 x 15 mm
Cajas Petri estériles desechables 90 x 15 mm
Mechero

Chispero

Vidrios de reloj

Probetas

Pipetas volumétricas

Micropipeta

Puntas de micropipetas de 100-1000 ul con caja autoclaveable con orificio ancho marca

3M
Beakers

Filtro para jeringa Millex-HV 0.45 pm
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= Jeringa 10ml

= Cajas elisa 96 pozos estériles
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6. RESULTADOS

Concentracion real de cineol (%) [X] Respuesta del equipo (ratio) [Y]

0.526 3162646
1.052 4750617
3.156 15826142
4.208 21130763

Cuadro 7: Datos crudos de la curva de calibracion del eucaliptol determinados mediante GC/MS

Se muestra en el cuadro anterior la concentracion real cuatro puntos de la curva de calibracién

para el estandar de 1,8-cineol determinada mediante GC/MS.

Corrida Muestra Respuesta del equipo  Concentracion de cineol en la solucion (%)

1 8200733 1.63
2 7669121 1.52
3 9654105 1.92

Cuadro 8: Concentracion de cineol en la solucion inyectada al equipo

Se muestra en el cuadro anterior la respuesta del equipo para las muestras de aceite esencial de
eucalipto para determinaciéon del eucaliptol y su correspondiente concentraciéon en la solucién

inyectada.
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Curva de calibraciéon del estandar de 1,8-cineol
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Figura 2: Curva de calibracioén del 1,8-cineol
Se muestra en la figura anterior la curva de calibracion del estandar de 1,8-cineol determinada
mediante GC/MS para determinacion de la concentracion de este metabolito en las muestras. Se

observa que el coeficiente de correlacion es de 0.9976.

Corrida de la muestra Concentracion ( %) cineol en el aceite puro

1 40.69712

2 38.03906

3 47.96398
Promedio 42.23338667

Cuadro 9: Concentraciéon de eucaliptol en la muestra de aceite esencial de eucalipto analizada

Se muestra en el cuadro anterior la concentracion de eucaliptol en la muestra de aceite esencial de
eucalipto analizada. Se realizo6 la corrida en triplicado y se determina que el porcentaje de

eucaliptol promedio fue de 42.23
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1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12

0.096 0.133 0.104 0.077 0.06 0.13 0.265 0.353 0.329 0482 0.414 0.328
0.187 0.076 1.426 1439 0.13 0.126 0.339 0.306 0.349 0.362 0.392 0.367

0.095 0.101 0.123 0.112 0.069 0.075 0.254 0.357 0.272 0.343 0.378 0.432
0.092 0.099 1454 1466 0.087 0.091 0.229 0414 0.279 0.373 0.382 0.352

0.196 0.126 0.118 0.08 0.079 0.062 0.165 0.388 0.284 0.366 0.374 0.374
0.098 0.078 1.443 1.447 0.082 0.124 0.299 0394 05 0344 0375 0.375

T Q"o g|jlQ|w =

Cuadro 10: Absorbancia de las microdiluciones de AEE probadas en S. aureus leidas a 630 nm

Se muestra en la tabla anterior los resultados en triplicado de la lectura de absorbancia a 630nm

de las microdiluciones del aceite esencial para evaluar su actividad ante S. aureus.

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12

0.074 0.112 0.095 0.115 0.069 0.067 0.321 0.363 0.267 0.341 0.305 0.312
0.123 0.087 141 138 0.093 0.346 0.306 0.332 0.282 0.297 0.315 0.452

0.169 0.172 0.166 0.109 0.091 0.108 0.075 0.081 0.381 0.292 0.308 0.28
0.143 0.141 1.379 1458 0.084 0.043 0.127 0.298 0.362 0.278 0.295 0.354

0.122 0.097 0.1 0.091 0.074 0.064 0.27 0.272 0.276 0.2v8 0.337 0.277
0.104 0.112 1.304 1.367 0.095 0.177 0.331 0.333 0.305 0.315 0.331 0.308

T Q"o g|jlQ|w =

Cuadro 11: Absorbancia de las microdiluciones de AEE probadas en S. aureus leidas a 630 nm

Se muestra en la tabla anterior los resultados en triplicado de la lectura de absorbancia a 630nm

de las microdiluciones del aceite esencial para evaluar su actividad ante S. aureus. Duplicado
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3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.072
0.104

0.088
0.123

0.1
1.286

0.083
1.361

0.054
0.109

0.25
0.255

0.362
0.37

0.379
0.37

0.366
0.38

0.452
0.443

0.503
0.472

0.475
0.523

0.079
0.116

0.087
0.132

0.098
1.308

0.095
1.489

0.067
0.074

0.128
0.185

0.306
0.308

0.38
0.372

0.379
0.373

0.415
0.395

0.443
0.445

0.502
0.468

0.23
0.108

T Q"o g|jlQ|w =

0.092
0.105

0.094
1.21

0.09
1.224

0.063
0.081

0.147
0.283

0.401
0.378

0.366
0.343

0.376
0.379

0.436
0.428

0.476
0.465

0.492
0.475

Cuadro 12: Absorbancia de las microdiluciones de AEE probadas en P. aeruginosa leidas a 630 nm

Se muestra en la tabla anterior los resultados en triplicado de la lectura de absorbancia a 630nm

de las microdiluciones del aceite esencial para evaluar su actividad ante P. aeruginosa.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.4
0.126

0.091
0.123

0.099
1.003

0.08
1.009

0.056
0.284

0.407
0.336

0.339
0.282

0.375
0.326

0.395
0.341

0.459
0.443

0.461
0.48

0.495
0.531

0.148
0.114

0.08
0.121

0.105
1.18

0.078
1.441

0.067
0.108

0.25
0.309

0.384
0.353

0.354
0.3

0.376
0.319

0.393
0.398

0.439
0.522

0.456
0.462

0.165
0.102

D Q|"|H O Q|wm =

0.07
0.114

0.079
1.107

0.081
1.188

0.292
0.357

0.315
0.392

0.353
0.321

0.447
0.343

0.403
0.39

0.51
0.403

0.549
0.452

558
0.515

Cuadro 13: Absorbancia de las microdiluciones de AEE probadas en P. aeruginosa leidas a 630 nm

Se muestra en la tabla anterior los resultados en triplicado de la lectura de absorbancia a 630nm

de las microdiluciones del aceite esencial para evaluar su actividad ante P. aeruginosa. Duplicado.
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Aceite Esencial de Eucalipto Sorbato de Potasio Sin Conservantes

5.65 5.52 5.94

5.35 5.47 5.72

5.72 5.29 5.41
Promedio

5.57 5.43 5.69

Cuadro 14: pH de las emulsiones con los diversos conservantes

Los datos del cuadro anterior muestran que el pH de las emulsiones faciales que contenian
distintos conservantes se encontraban dentro del rango de 5.4-5.7, siendo en promedio 5.57 para la
emulsion con aceite esencial de eucalipto como tnico conservante, 5.43 para la emulsiéon con
sorbato de potasio y 5.69 para la emulsién que no contenia conservantes. Dichos valores se

encuentran dentro de especificaciones cosméticas para emulsiones cutaneas.

Muestra Recuento (UFC/g) Dilucién

Aceite esencial eucalipto

100 -2
50 -2
Sorbato de potasio

33000 -4

10000 -4

Sin conservantes

3x108 -6

3x108 -6

Cuadro 15: APC de la emulsion contaminada con P. aeruginosa para los conservantes evaluados

Los datos del cuadro anterior muestran el conteo microbiano en placa para la emulsion
contaminada con P. aeruginosa en presencia de los preservantes:aceite esencial de eucalipto,
sorbato de potasio y un control positivo sin conservantes. Se observa que el aceite esencial de

eucalipto produjo un mayor efecti inhibitorio del crecimiento de la bacteria al solo haber entre

50-100 UFC/g.
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Muestra Recuento (UFC/g) Dilucién

Aceite esencial eucalipto

2000 -2
150 -2
Sorbato de potasio
8400000 -4
1000000 -4
Sin conservantes

3x108 -6
3x108 -6

Cuadro 16: APC de la emulsion contaminada con S. aureus para los distintos conservantes evaluados

Los datos del cuadro anterior muestran el conteo microbiano en placa para la emulsién
contaminada con S. aureus en presencia de los preservantes:aceite esencial de eucalipto, sorbato de
potasio y un control positivo sin conservantes. Se observa que el aceite esencial de eucalipto produjo

un mayor efecti inhibitorio del crecimiento de la bacteria al solo haber entre 150-2000 UFC/g.

ANOVA Alpha 0.05

SS df MS H p-value sig
Rows 1020.1875 4 11.4975618  0.02150609 yes
Columns 810 1 9.12873862 0.00251625 yes
Inter 858.9375 4 9.68026658 0.04617209 yes
Within 771.375 30
Total 3460.5 39 88.7307692

Cuadro 17: Prueba estadistica Scherirer Ray para P. aeruginosa

Se muestra en el cuadro anterior los resultados de la prueba estadistica Scheirer Ray para
determinar si existe diferencia significativa entre los las diluciones (rows) probadas para conteo
microbiano y los conservantes (columns) sorbato de potasio y aceite esencial de eucalipto. Se

observa que existe diferencia significativa para ambos segtun el valor p.
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ANOVA Alpha 0.05

SS df MS H p-value sig
Rows 951.6875 4 8.402946  0.07788428 no
Columns 23716 1 20.9400951 4.7387E-06 yes
Inter 690.8375 4 6.09976511 0.19182061 no
Within 402.875 30
Total 4417 39 113.25641

Cuadro 18: Prueba estadistica Scherirer Ray para S. aureus

Se muestra en el cuadro anterior los resultados de la prueba estadistica Scheirer Ray para
determinar si existe diferencia significativa entre los las diluciones (rows) probadas para conteo
microbiano y los conservantes (columns) sorbato de potasio y aceite esencial de eucalipto. Se
observa que existe diferencia significativa para los conservantes pero no para las diluciones, segiin

el valor p.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El propésito de esta investigacion fue evaluar si el aceite esencial de eucalipto comercial
es efectivo como tnico conservante antimicrobiano natural, en una emulsién cosmética facial
hidratante, en comparacién con sorbato de potasio como conservante sintético. Las cepas
evaluadas fueron Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Previo a la evaluacion de
la actividad antimicrobiana se determiné la concentracion de eucaliptol (también llamado
cineol) en el aceite esencial de eucalipto, por ser este el metabolito mayoritario y que se

especula tiene la mayor parte de la actividad antimicrobiana.

Se determind la concentraciéon de cineol mediante un cromatégrafo de gases con espec-
trometro de masas. Se cuantifico la concentracion de este metabolito en la muestra comercial
de aceite esencial de eucalipto siendo esta 390.63 mg eucaliptol/ ml de aceite esencial de
eucalipto. Esto corresponde a un 42.23 % de cineol en la muestra, como se observa en el

cuadro 9 de la seccion de resultados.

El Cosmetic Ingredient Review indica que el aceite esencial de eucalipto es aquél extraido
de las hojas de Fucalyptus y contiene alrededor de 50-61 % de eucaliptol, segun la especie |43].
Asimismo, existe variedad de estudios realizados para determinar la composiciéon metabolica
de diversos géneros de esta familia. Gonzélez, et.al en 2016 [28], indico que la concentracion
de eucaliptol de una muestra de Eucalyptus globulus fue de 55.49 %, lo que concuerda con
muchos méas estudios realizados por otros autores. A partir de los datos obtenidos para
la muestra en cuestién, se infiere que este aceite comercial estd diluido y no es puro, ya
que su concentracion de cineol es al menos 10 % menor a los datos reportados. Benyelles,

et.al indica que existe una correlacién directa entre la variabilidad de la composicién de
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los aceites esenciales y la altitud de siembra y el tipo de tierra [51]. Asimismo, depende de
otros factores tales como la recoleccién de las hojas, secado y método de extraccion, por

mencionar algunos.

Previo a evaluar la actividad antimicrobiana in -vitro, se determiné la concentracién
minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de eucalipto. Se utilizé el método de dilucion
en caldo en microplacas de 96 pozos, ya que no existe un método estandarizado y catalogado
como 6ptimo para determinacién de esta concentracién en extractos vegetales y Balouiri,
et.al, recomienda este al ser rapido y eficaz [47]. Las condiciones utilizadas se describen en
la seccion de procedimiento y fueron segin las recomendaciones del Instituto de estdndares

clinicos y de laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés).

Para determinar efectivamente la CMI se utiliz6 el método espectroscépico a 630 nm
para verificar en qué dilucién la concentracion bacteriana aumentaba significativamente. Se
encontré que la CMI para ambas cepas bacterianas fue la diluciéon 1:64 que corresponde a
6.10 mg/ml del aceite esencial de eucalipto. Como se observa en los cuadros 10-13 de la
seccién de resultados, la absorbancia cambia en la columna 6 de la mayoria de las réplicas;

dicha columna correspondia a la diluciéon 64 del aceite en MLB.

Tal y como reporta Mulyaningsih, et.al, la CMI para Pseudomonas aeruginosa y Staphy-
lococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) es mayor a 4 mg/ml |48]. Asimismo, se utilizo
un método colorimétrico como verificaciéon y como se observa en la imagen 11 de la seccién
de anexos, la coloracién rosa en el pozo de dicha dilucién, la cual representa el crecimiento
bacteriano detectado mediante una reaccién de reduccién del indicador anadido, Tetrazolio,
a su compuesto coloreado, TTC, lo que indica que en ese punto el conservante, en este caso

el aceite esencial de eucalipto, dejé de ser efectivo.

Se deduce entonces que a pesar de que el aceite tiene una menor concentraciéon de eu-
caliptol que lo reportado por otros autores, este metabolito no es el tinico que presenta la
actividad antimicrobiana. Otros metabolitos presentes en el aceite, asi como la sinergia entre

ellos dependiendo la concentracion, pueden ser capaces de inhibir el crecimiento microbiano.

Una vez determinada la concentraciéon minima inhibitoria del aceite esencial de eucalipto,
se procedi6 a formular una emulsion facial que contuvo una sexagésima cuarta parte de este

como tnico conservante. Se formulé una crema con sorbato de potasio al 0.15% que se
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encuentra dentro del rango recomendado por Rowe, et.al [52| como control negativo y una

emulsién sin conservantes como control positivo.

El recuento antimicrobiano se siguié segiin el método BAM de la FDA para cosméticos
y se muestra el conteo en los Cuadros 15 y 16 de la seccién de resultados. En el Cuadro 15
se observa que la ultima dilucién medible para la emulsiéon contaminada con 100 microlitros
de un inéculo de 1x10° de P. aeruginosa con aceite esencial de eucalipto como conservante,
fue un promedio de 75 UFC/g en la dilucién 10-2. En comparacién con el sorbato de potasio,
en donde la tltima dilucién contable fue de 1x104, se puede notar una clara disminucion
del crecimiento bacteriano en la emulsién que contenia AEE como tnico conservante en un

factor de 1x10* UFC/g de crema para esta bacteria.

Observando el Cuadro 16, se presenta el APC para S. aureus en donde se observa de
igual manera una disminucién de crecimiento de 1x10™® entre la muestra con sorbato de
potasio como tinico conservante y la muestra con aceite esencial de eucalipto, la cual pre-
senta unicamente entre 150-2000 UFC/g de crema. Por tanto, empiricamente se acepta la
hipétesis en tanto el producto facial que contiene aceite esencial en la formulacion si inhibe

el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

Estadisticamente, se evalud la normalidad de los datos tnicamente para las diluciones
con sorbato de potasio y para aquellas con aceite esencial de eucalipto mediante la prueba
de Kruskal-Wallis. Se determin6 que no existe normalidad en los datos. Como un supuesto
para el anélisis estadistico fue que todas aquellas muestras analizadas que fueron MNPC,
fueron tomadas como un valor de 3000 UFC/g, pues este es un valor aproximado minimo

del niimero de colonias que crecieron.

Como se observa en el Cuadro 17, para P. aeruginosa, existe una diferencia significativa
entre los tipos de conservantes (sorbato de potasio y aceite esencia de eucalipto) y las
diluciones analizadas. Se encontré mediante la prueba Post Hoc de Dunn que existe diferencia
significativa del nimero de UFC/g que crecieron entre los tratamientos con AEE y sorbato
de potasio en las diluciones 1x1072 (p=0.006, a = 0.05) y 1x10 3 (p<0.001, o = 0.05). Lo
anterior indica que a concentraciones altas de bacterias, el aceite esencial de eucalipto es

mas efectivo en inhibicién del crecimiento de las mismas, que el sorbato de potasio.
Para la misma bacteria a diluciones 1x10* (p= 0.54, a = 0.05), 1x10® (p= 0.92, o = 0.05)
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y 1x10% (p= 1, a = 0.05) no existe diferencia significativa, por lo que ambos conservantes

son igualmente efectivos.

Como se observa en el Cuadro 18, para S. aureus si existe diferencia significativa entre
los conservantes utilizados (sorbato de potasio y AEE), pero no existe diferencia significativa
entre las diluciones y la efectividad de los conservantes, segtin el valor p. Sin embargo, si se
observa el valor p para las diluciones (rows), se observa que es muy cercano al « de 0.05, por

lo que de igual manera se evalu6 las interacciones mediante la prueba Post Hoc de Dunn.

Se determina entonces que: para S. aureus existe diferencia significativa del ntmero de
UFC/g que crecieron en la placa entre los conservantes utilizados (AEE y sorbato de potasio)
para las diluciones 1x1072 (p— 0.041, a = 0.05), 1x1073 (p=0.003, o = 0.05), 1x10* (p—
0.001, a = 0.05) y 1x107 (p=0.03, o = 0.05).

No existe diferencia significativa en el crecimiento bacteriano entre las muestras con los

distintos conservantes a la dilucién 1x10¢ (p=1, a = 0.05).

Con base en los resultados, para P. aeruginosa se rechaza la hipétesis nula, por lo que se
acepta la alternativa: .F! producto facial que contiene aceite esencial en la formulacién inhibe
el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.® las diluciones 1x1072
y 1x10°3. Para S. aureus se rechaza la hipotesis nula e igualmente se acepta la hipotesis

alternativa para todas las diluciones desde 1x102-1x10.

Fue la determinaciéon de la concentraciéon minima inhibitoria un punto importante en esta
investigacion, pues no existe una metodologia establecida y validada para la determinaciéon de
la CMI del aceite esencial de eucalipto o de aceites esenciales en si. Por tanto, se recomienda
la posible validacion del método de determinacion de la CMI en estos extractos. Asimismo,
es importante mantener el criterio a la hora de determinar este valor, pues muchos trabajos
publicados utilizan el método de difusién por disco, pero se debe recordar que este método
dnicamente indica la sensibilidad de un microorganismo hacia un agente inhibitorio de su

crecimiento, méas no la cuantificacion precisa de la concentracién minima inhibitoria.

Es importante recordar que a nivel industrial la contaminacién de un producto, en este
caso cosmético, impone una pérdida econdémica pues este debe ser destruido. Entonces, para

evitar esto, a parte de tener condiciones 6ptimas de fabricaciéon, proveedores calificados y
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cumplir con las Buenas Practicas de Manufactura (BPM), la formulacion debe ser adecuada y
tener los conservantes 6ptimos. En aras de una menor contaminacién por parte de la industria
farmacéutica se prob6 utilizar tnicamente un aceite esencial, una sustancia no regulada
por los estandares de fabricacién, como conservante y su correspondiente comparacién con
sorbato de potasio, un conservante aceptado por ECOCERT [22] para utilizar conservantes

100 % organicos. Los resultados fueron prometedores.

Sin embargo, es importante reconocer y recordar que los productos sintéticos no son
todos malos, asi como los productos naturales no son todos ttiles y buenos. El uso de
ingredientes sintéticos ha ayudado a mejorar la vida ttil de los productos, pero debe siempre
tenerse en cuenta qué tipo de conservantes se utilizan, ya que existen riesgos con aquellos
donadores de formol, isotiazolinonas cloradas, parabenos, fenoxietanol, entre otros, no solo
para el ambiente sino especialmente para el usuario. El uso de aceite esencial de eucalipto en
conjunto con conservantes sintéticos aprobados por ECOCERT [22| podrian ser una opcién

a reducir su uso y mantener ingredientes naturales y libres de riesgo en las formulaciones.
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8. CONCLUSIONES

. El aceite esencial de eucalipto es efectivo como conservante pues inhibio el crecimiento

de 1x102 UFC/g de S. aureus y en 1x10% UFC/g para P. aeruginosa.

. La evidente efectividad del aceite esencial de eucalipto como agente inhibitorio del
crecimiento bacteriano para S. aures y P. aeruginosa, no debe considerarse como
suficiente evidencia para ser utilizado como tnico preservante en un producto para

venta.

. La muestra comercial de aceite esencial de eucalipto contiene 42.23 % de eucaliptol, lo

que corresponde a 390.63 mg/ml.

. La concentracién minima inhibitoria de la muestra de aceite esencial de eucalipto
analizado, con un 42.23% de cineol en su composicion, para las cepas bacterianas
de S. aureus y P. aeruginosa fue de 6.10 mg/ml, correspondiente a dilucion 1:64 del

mismo.

. Se determiné que a altas concentraciones de carga bacteriana, el aceite esencial de

eucalipto es mas inhibitorio que el sorbato de potasio, para las bacterias analizadas.
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9. RECOMENDACIONES

. Desarrollo de otros estudios en donde se prueben distintas formulaciones para evaluar
si los porcentajes de grasas o de agua son variables que afectan la efectividad del

conservante.

. Dado que en esta investigaciéon inicamente se evalué la actividad del aceite contra dos
cepas bacterianas se debe considerar la realizacién de la prueba con otros microorga-

nismos como hongos y otras bacterias.

. Evaluaciéon de la composicién completa del aceite esencial de eucalipto y sus porcen-
tajes para la identificaciéon de otros posibles metabolitos con actividad antimicrobiana

y asi tener un mejor entendimiento del comportamiento del aceite.

. Uso de otras muestras de aceite esencial de eucalipto para evaluar si existe diferen-
cia significativa entre muestras que presenten distintas concentraciones de metabolitos
y por ende distintas CMI’s. Andlisis minucioso y con criterio cientifico de las publi-
caciones utilizadas, pues la determinaciéon de la CMI fue uno de los pasos retadores
del estudio ya que no existen métodos validados para su determinaciéon en aceites

esenciales.

. Determinacién del crecimiento bacteriano durante un periodo mas largo de tiempo, en

mayor cantidad de réplicas y realizacién de controles periédicos.
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11. ANEXOS

11.1. Sintesis del eucaliptol

electrophilic addition

)\/\ giving tertiary cation
P —_— )Q@/ — - @
opp % opp = opp

DMAPP Hp Hs Hp Hg
stereospecific
E loss of proton
MU
= = ~"opp
geranyl PP
(GPP)
40
Figura 3: Sintesis inicial del Geranil Pirofosfato
OPP
= orpe | =
opp
| |
GPP Lpp NPP
electrophilic addition
@( - giving tertiary cation
@) —
¢ ®
delocalized allylic cation-  menthyl / ct-terpinyl cation
diphosphate ion-pair
40

Figura 4: Sintesis del cation de mentil/a-terpenil mediante rearreglo del GPP
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Figura 5: Sintesis de cineol (eucaliptol) a partir del cation de mentil/a-terpenil
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Figura 6: Espectro de GC/MS del eucaliptol (1)
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Figura 7: Espectro de GC/MS del eucaliptol (2)
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Figura 8: Espectro de GC/MS del eucaliptol (3)
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Figura 9: Espectro de GC/MS del eucaliptol (4)
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Figura 10: Espectro de GC/MS del eucaliptol (5)
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Figura 11: Microdiluciones del AEE en y determinacién de su CMI mediante colorimetria
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M Letheen Agar Base, modified

Letheen Agar is special formulations for the determination of bacterial activity of quaternary ammonium compounds.

The media formulations comply with the recommendations of
FDA/BAM (1995).

Mode of Action

Letheen media are highly nutritious containing Lecithin and
Tween® 80 for neutralizing quaternary ammonium compounds.
These media are modifications of the AOAC formulae.

Letheen Agar Base is used for the microbiological sampling of
environmental surfaces that have been treated with
disinfectants.

Typical Composition (g/litre)
Letheen Agar Base:

Peptone from meat 10.0; peptone from casein 10.0; meat extract
3.0; yeast extract 2.0; sodium chloride 5.0; D(+) glucose 1.0;
lecithin 1.0; sodium bisulfite 0.1; agar-agar 20.0

Preparation of Letheen Agar
Suspend 52.1 g and 7 ml of Tween® 80 in 1 litre of distilled or
demin. water until evenly dispersed. Heat, if necessary, with

repeated stirring and boil for 1 minute; autoclave at 121 °C for
15 min. Pour into plates.

pH: 7.2 £ 0.2 at 25 °C.
The plates are turbid and brownish.
Incubation: 24 - 48 hours at 35°C aerobically.

Quality control

Test strains

Experimental Procedure
Depending on the purpose for which the media are used.

Literature

FDA Bacteriological Analytical Manual (BAM), 8" ed. (1995), chapter 23:
Microbiological Methods for Cosmetics, Letheen Agar (modified) = M 78,
Letheen Broth (modified) = M 79.

Ordering Information

Product Merck Cat. No. Pack size
Letheen Agar Base, 1.10404.0500 500 g
modified

Tween® 80 8.22187.0500 500 ml

Staphylococcus epidermidis
CC 12228

Growth

Escherichia coli ATCC 25922

good / very good

Enterococcus faecalis ATCC 29212

good / very good

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

good / very good

Staphylococcus aureus ATCC 25923

good / very good

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

good / very good

Salmonella typhimurium ATCC 14028

good / very good
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M Letheen Broth Base, modified

Letheen Broth is special formulations for the determination of bacterial activity of quaternary ammonium compounds.

The media formulations comply with the recommendations of
FDA/BAM (1995).

Mode of Action

Letheen media are highly nutritious containing Lecithin and
Tween® 80 for neutralizing quaternary ammonium compounds.
These media are modifications of the AOAC formulae.

Letheen Broth Base is used for determining the phenol coefficient
of quaternary compounds.

Typical Composition (g/litre)

Letheen Broth Base:

Peptone from meat 20.0; peptone from casein 5.0; meat extract
5.0; yeast extract 2.0; sodium chloride 5.0; lecithin 0.7; sodium
bisulfite 0.1.

Preparation of Letheen Broth
Suspend 37.8 g and 5 ml of Tween® 80 in 1 litre of distilled or
demin. water until evenly dispersed. Heat, if necessary, with

repeated stirring to dissolve completely and autoclave at 121 °C
for 15 min.

pH: 7.2 £ 0.2 at 25 °C.
The prepared broth is turbid and yellowish-brown.
Incubation: 24 - 48 hours at 35 °C aerobically.

Quality control

Test strains

Experimental Procedure
Depending on the purpose for which the media are used.

Literature

FDA Bacteriological Analytical Manual (BAM), 8th ed. (1995), chapter 23:
Microbiological Methods for Cosmetics, Letheen Agar (modified) = M 78,
Letheen Broth (modified) = M 79.

Ordering Information

Product Merck Cat. No. Pack size

Letheen Broth Base, 1.10405.0500 500 g

modified

Tween® 80 8.22187.0500 500 ml
Growth

Escherichia coli ATCC 25922

good / very good

Enterococcus faecalis ATCC 29212

good / very good

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

good / very good

Staphylococcus aureus ATCC 25923

good / very good

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

good / very good

Salmonella typhimurium ATCC 14028

good / very good
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SABORES COSCO DE GUATEMALA, S.A.

33 calle 26-68 zona12, Guatemala C.A.
PBX: (502) 2500-5600
info@saborescosco.com « www.saborescosco.com

Famous For Flavours
Since 1880

Guatemala, 26 de marzo de 2019

CERTIFICADO DE ANALISIS

Cédigo  X-0003

Nombre AMYL BUTYRATE Fecha de producciéon 07/06/2018
Lote 273855 Mejor antes del 06/06/2020
Caracteristica Estandar Resultado
Color Incoloro Cumple
Apariencia Liquido Cumple
Olor Afrutado, dulce Cumple
Solubilidad 5.0 5.0

En etanol 70° (20°C)

Densidad (209 0.862 - 0.870 0.867
Pureza
El resultado de pureza es copia de >98.00% 99.49%

nuestro proveedor de dicha materia.

[ndice de Refraccién 1.411-1.414 1.4118
Coliformes totales: <10 ufc/mL 0 ufc
Mohos y levaduras: <10 ufc/mL 0 ufc

ado por

— SAPORES COSCO pE
GUATEMALA, S, A,
Gerente de Control de Calidad b GI'U{ :361 Z6na 12
PBX: 2500-5600 ext. 8201 omail ina@saborgmecy comat

gerenciacc@saborescosco.com
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12. GLOSARIO

CMI Concentracién minima inhibitoria

AE Aceite esencial

AEE Aceite de Eucalipto

AER Aceite de Romero

MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina

NPA Natual Product Association

NSF National Sanitation Foundation

GC/MS Cromatografia de gases con espectrometro de masas
O/W Tipo de emulsién aceite en agua

W /O Tipo de emulsion agua en aceite

FDA Food and Drug Administration

CTPA Asociacion de cosméticos, articulos de aseo y perfumeria
DMAPP di-metil alil piro fosfato

IPP isopentil pirofosfato

GPP Geranil pirofosfato

HNMR resonancia magnética nuclear de hidrégeno
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IR Infrarrojo

MLB Modified Letheen Broth (Caldo Letheen modificado)
MLA Modified Letheen Agar (Agar Letheen modificado)
APC Aerobic Plate Count (Conteo de placa de aerobios)
UFC Unidades formadoras de colonias

MNPC Muy numeroso para contar

BHU Brain Heart Ifusion (Infusién Cerebro-corazon)
TTC 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride

BAM Bacteriological Analytical Manual

BPM Buenas Practicas de Manufactura
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