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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (ANTIRRADICALARIA)
DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS DE OREGANO DE MONTE (Lippia origanoides) Y
PRONTO ALIVIO (Lippia alba) EN UN DESODORANTE EN GEL*

Autor: Héctor Joaquin Orozco Monroy**

Palabras clave: Quimiotipos Lippia origanoides, Lippia alba, actividad antioxidante
(antirradicalaria) y, Peroxidacion lipidica.

En el presente trabajo grado se dosificaron los aceites esenciales (AE) y extractos de Lippia alba,
quimiotipo "cavona" y Lippia origanoides, quimiotipos "timol" y "carvacrol", de manera individual, y
en mezclas binarias AE:AE y, extracto:extracto, a un cosmético desodorante en gel (CD), tipo roll-
on; con el fin de encontrar sustitutos naturales de antioxidantes sintéticos comerciales. Para esto
se evalud su actividad antioxidante (AAO), de modo indirecto monitoreando el hexanal como
producto del deterioro oxidativo del acido linoleico presente en el desodorante; para lo cual se
empled la microextraccion en fase sdélida en modo head-space (HS-SPME), y la cromatografia de
gases con detector de micro-captura de electrones (GC-y-ECD) para la mediciéon del derivado
hidrazonico obtenido por derivacion del hexanal con pentafluérfenilhidracina (PFPH) y se comparé
con 2,[6]-Di-ter-butil-p-cresol (BHT) y la vitamina E como sustancias AAO de referencia.

Los resultados obtenidos mostraron que los AE y extractos adicionados de manera individual de
ambos quimiotipos de L. origanoides, exhibieron una AAO (84-87%) mayor que la del BHT (75%) y
cercana a la de la vitamina E (87%). Las mezclas binarias (AE:AE y extracto:extracto) presentaron
un efecto aditivo en su AAO (87-92%), que superd la de los antioxidantes de referencia. Esto los
convierte interesantes ingredientes cosméticos, que posteriormente podrian registrarse en el
Handbook of International Nomenclature of Cosmetic Ingredients (INCI), como agentes anti-
radicalarios con actividad in vitro demostrada, que le proporcionaron al desodorante en gel un
efecto como preservante, al retardar el proceso de degradacion oxidativa de los acidos grasos
presentes.

* Proyecto de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de quimica. Directora: Elena E. Stashenko y Jairo René Martinez
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ABSTRACT

TITLE: COMPARATIVE STUDY OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS AND
EXTRACTS OF “OREGANO DE MONTE” (Lippia origanoides) AND “PRONTO ALIVIO” (Lippia
alba) IN A DEODORANT GEL *

Author: Héctor Joaquin Orozco Monroy**

Keywords: Chemotypes of Lippia origanoides, Lippia alba, antioxidant activity (antiradical) and lipid
peroxidation.

Essential oils and extracts from Lippia alba, "carvone” chemotype and Lippia origanoides,
chemotypes "thymol" and "carvacrol, were used individually and in binary mixtures (oil:oil and
extract:extract), in a roll-on cosmetic deodorant gel, in the search for natural substitutes for
commercial synthetic antioxidants. For this, the antioxidant activity was evaluated by monitoring
hexanal as a product of oxidative degradation of linoleic acid present in the cosmetic base.
Hexanal was determined as its pentafluorophenylhidrazone after on-fiber derivatization during
headspace sampling with solid phase microextraction, followed by gas chromatographic analysis
with micro-electron capture detector. The inhibition of hexanal formation was compared with those
of 2 [6]-di-tert-butyl-p-cresol (BHT) and vitamin E, as antioxidant reference substances.

The results showed that essential oil and extracts individually added of both chemotypes of L.
origanoides exhibited antioxidant activity (84-87%) higher than that of BHT (75%) and close to that
of vitamin E (87%). Binary mixtures of these species showed an additive effect on the antioxidant
activity (87-92%), surpassing that of reference antioxidants. This makes them interesting cosmetic
ingredients, which subsequently could be recorded in the Handbook of International Nomenclature
of Cosmetic Ingredients (INCI), anti-free radical agent with demonstrated in vitro activity, which
provided the gel deodorant a preservative effect, by delaying oxidative degradation of fatty acids
present.

* College thesis
** Science Faculty. School of Chemistry. Director Elena E. Stashenko and Jairo René Martinez
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INTRODUCCION

Investigaciones del Ministerio de Comercio, Industria y Turismo, la Camara de la
Industria Cosmética y de Aseo de la ANDI y Proexport, con el apoyo financiero del
Programa de Apoyo a la Competitividad de la Corporacion Andina de Fomento
(CAF), han concluido que los productos naturales presentan una demanda
creciente en los mercados internacionales y, por ende, presentan un gran interés

para el desarrollo de la industria de ingredientes naturales en Colombia.

El Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR), el Laboratorio M&N vy el
Centro de Investigacion en Biomoléculas (CIBIMOL-CENIVAM), en su programa
de fortalecimiento y aumento de la competitividad de la cadena productiva
nacional de aceites esenciales y productos derivados y, como uno de sus
objetivos, tiene la obtencion de derivados naturales promisorios, poseedores de un
valor agregado mayor, que el de los aceites esenciales (AE) y extractos, para
lograr con ello incrementar la rentabilidad de la cadena productiva y encontrar
aplicaciones para estas sustancias como fuentes de caracteristicas innovadoras

en productos de uso cosmético, que es un sector de alta demanda.

El involucramiento de actores del sector productivo y comercial —sector
cosmeético—, en la ejecucion del programa permitira una pronta materializacion de
los impactos esperados, lo que generara alternativas economicas a los
productores agricolas quienes hacen parte de este proyecto. Por eso, vale la pena
incursionar en este mercado y dar pie para una investigacion de este tipo, puesto
que se tienen los cultivos de plantas aromaticas, la mano de obra, los equipos de
extraccion instalados, los laboratorios nacionales que pueden usar la materia
prima producida, por ejemplo, aceites esenciales y el know-how para llevar a cabo

este propaosito.

Se conoce que los antioxidantes sintéticos empleados en algunos cosmeéticos
pueden generar contraindicaciones como dermatitis, reacciones sistémicas locales

y globales, fotosensibilizacibn o desembocar en un cancer, durante su uso
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prolongado; por lo tanto, es necesario encontrar sustitutos de éstos,
preferiblemente de fuentes naturales, con propiedades antioxidantes vy
antibacterianas, como son los extractos y aceites esenciales obtenidos de plantas

aromaticas y medicinales.

Para lograr ello, en este proyecto fue necesario implementar una metodologia
analitica para determinar las condiciones de extraccion y destilacion de las
especies vegetales de Lippia origanoides (oregano de monte), quimiotipos “timol” y
“carvacrol” y Lippia alba (pronto alivio), quimiotipo “carvona”, dosificar los aceites y
extractos de estas especies, tanto en forma individual como en mezclas binarias
1:1 y 2:1 (antibacteriano + antioxidante), en un desodorante en gel tipo roll-on,

cuya base fue suministrada por el Laboratorio M&N (Bogota, Colombia).

Para determinar si los aceites esenciales y extractos obtenidos ofrecian un efecto
antioxidante, se evalué su actividad antioxidante usando un sistema lipidico
modelo (base desodorante), en el cual la degradacion oxidativa acelerada se
generé en presencia de iones Fe™. Se realizé la hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas (MWHD) para obtener los aceites esenciales y la
extracciéon con fluido supercritico (SFE-CO,), para aislar los extractos de las
plantas bajo estudio. Luego, se efectuaron mezclas binarias de aceites y extractos
para aplicarlas en el desodorante (gel tipo roll-on) y se analiz6 su actividad

antioxidante.

Los resultados obtenidos mostraron que es posible obtener ingredientes naturales
qgue pueden competir con los ingredientes sintéticos comerciales, ya que los
primeros exhibieron actividad antioxidante superior a la de los compuestos

sintéticos tradicionalmente empleados en productos finales.
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1 ANTECEDENTES
1.1 CONTEXTO GENERAL
Con el objetivo de analizar el estado actual de las investigaciones acerca de los
productos cosmeéticos, entre ellos, sobre los desodorantes y desodorantes
antitranspirantes, que en su composicion tuviesen aceites esenciales (AE) o
extractos, se realizd un estudio de la produccion cientifica existente utilizando dos

bases de datos Scifinder Scholar y Scopus.

Los resultados de esta busqueda cienciométrica mostraron el uso creciente a nivel
mundial de los AE y extractos empleados con fines cosméticos. EI nUmero de
articulos y patentes sobre el tema ha venido en aumento desde 1997 hasta el
presente. Este proyecto puede tener importancia comercial, puesto que el 25% de

estas investigaciones y aplicaciones lo ocupa el campo de los desodorantes.

La busqueda de articulos es mas relevante para los casos de dermatitis, alergias y
afecciones causadas por AE y extractos de plantas en cosméticos, por esto, se

realizé un estudio de patentes, que si mostro resultados interesantes.

Las palabras-clave empleadas para la busqueda de articulos y patentes en el

presente trabajo se presentan en la Tabla 1.

La exploracion en bases de datos dio como resultado un niamero de 389 articulos
(31%) y 895 patentes (69%) del total de las investigaciones encontradas, para un
periodo de observacion desde 1997 hasta el 2010 (julio de 2010). Ello pone de
manifiesto el interés demostrado por diferentes grupos de investigacion para
conocer las contraindicaciones que éstos pudieran generar, asi como la
informacion para empresas que buscan desarrollar nuevos productos cosmeéticos
empleando ingredientes naturales, ya que es un campo de gran interés —debido a
la tendencia actual hacia lo natural—, para la industria cosmética, que genera

ingresos altos.
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Tabla 1. Palabras-clave para busqueda de articulos y patentes. Periodo de
observacion: 1997 -2010. Fecha de consulta: 6/06/2010.

BUSQUEDA DE ARTICULOS BUSQUEDA DE PATENTES
Palabras-clave N° Articulos Palabras-clave N° Patentes
Plant extract in cosmetics 200 Antibacterial deodorant 445
Essential oil in cosmetics 109 Deodorant dermatitis 213
Antibacterial deodorant 127
essential ol

Antibacterial deodorant 53 Thyme antioxidant 53

AND essentials oils deodorant
Carvacrol antioxidant 21
deodorant

Plant extract in deodorants 27 Essential oil in deodorants 16
Carvone antioxidant 15
deodorant

Essential oil in deodorants 16 Lippia alba in deodorants 4
Lippia origanoides in 1
deodorants

TOTAL 389 TOTAL 895

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

En el andlisis de articulos las ecuaciones de busqueda (49%-plant extract in
cosmetics; 27%-essential oil in cosmetics) tratan sobre publicaciones que
investigan el uso de extractos o aceites provenientes de plantas, como potenciales
agentes antibacterianos o antioxidantes puros y de las posibles contraindicaciones
que algunos generan; pero no aparece ningun articulo que mencione la aplicacion

de éstos en algun producto cosmético.

En las patentes encontradas no aparece mencionada la dosis téxica dérmica, ni la
cantidad de cada ingrediente adicionado al producto, ya que estos datos que
obtienen los investigadores, son el secreto industrial o la informacion restringida
que hace unico y novedoso a su producto o descubrimiento; razén por la cual se
protegen los resultados, registrando la invencion en alguna oficina de patentes del
mundo. Cabe anotar, que si se mencionan las plantas empleadas de las cuales se
obtuvieron los extractos o los AE.
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Los resultados de las busquedas de invenciones resaltan el interés de empresas e
investigadores por los desodorantes antibacterianos (50%-antibacterial
deodorant), para aquellos que generan su efecto bactericida a partir de
ingredientes obtenidos de plantas. También, se observa tendencia hacia los
estudios de los problemas dermatolégicos que éstos pueden producir en los
consumidores (24% -deodorant dermatitis), seguido de las investigaciones que
emplean AE en desodorantes y, finalmente, 2% que usan timol, carvacrol o
carvona; metabolitos secundarios mayoritarios de las plantas escogidas para el
presente estudio, que, segun estos resultados, cumplen funciones como
antioxidantes y antibacterianos en los desodorantes, aunque se obtuvieron de

diferentes fuentes vegetales a las empleadas en el presente proyecto.

1.1.1 Publicaciones de articulos. La busqueda encontré resultados relevantes,
para los casos de dermatitis o0 alergias que pueden causar extractos de plantas
destinados a productos cosméticos y, de esta manera, permiti6 una mejor
orientacion sobre si  un ingrediente natural puede o0 no presentar
contraindicaciones en los productos; estas publicaciones se enfocan en aceites o
extractos empleados en el comercio mundial desde hace afios. En cuanto a la
basqueda de articulos sobre desodorantes antibacterianos, que apliqguen AE, la
pesquisa no arrojo resultados satisfactorios; por ello, fue importante hacer la

busqueda de patentes relacionadas con el tema del proyecto.

En la Figura 1 se observa que, desde hace 10 afios viene aumentando la
investigacion sobre el empleo de los AE y extractos naturales en cosméticos. Para
los extractos, existe un interés mayor por aplicarlos en este campo, debido a sus
propiedades antibacteriales, antifUngicas, antioxidantes, organolépticas, entre
otras. Esta constituye un area de desarrollo relativamente reciente en la industria

cosmeética.
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Figura 1. Analisis cienciométrico de numero de articulos, por afio, usando la Base
de datos Scopus. Numero de articulos: 389. Periodo de observacion: 1997-2010.
Fecha de consulta: 5/06/2.010. Ecuacién de buasqueda: TITLE ABS KEY
(essential oil in cosmetics, AE) y TITLE-ABS-KEY (plant extract in cosmetics, E).

Las areas con mayor numero de articulos tienen son farmacologia, toxicologia,
guimica y medicina (Véase Figura 4). Se observa claramente el interés por
conocer las propiedades tanto terapéuticas, como, toxicas de extractos y aceites,

asi como sus efectos en productos cosméticos.

Busqueda por areas Busqueda por areas
Extractos i i
( ) (Aceites esenciales)  Medicine
2% .
2% 2% 2% 4% B Pharm. and Toxicology

7%

m Agr.land Biological Sciences
4%
4%

B Chemistry

m Biochem., Gen. and Molec. Bio.
B Immunology and Microbiology
2% = Chemical Engineering
4% I Environmental Science

Institute of Perfumery

B Undefined

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010).

Figura 2. Busqueda por areas. Andlisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus.
Numero de articulos: 389. Periodo de observacion 1997-2010. Fecha de consulta:
4/06/2.010. Ecuacion de busqueda TITLE ABS KEY (essential oil in deodorants) y
TITLE-ABS-KEY (plant extract in deodorants).
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1.1.2 Publicaciones de patentes. Estas son mas extensas y revelan que el
campo de los desodorantes naturales tiene una demanda grande, ya que la
mayoria de investigaciones encontradas pertenecen a empresas grandes, muchas
de éstas, industrias japonesas. Las innovaciones se enfocan, en una competencia
por producir un desodorante natural mas eficaz, por procedimientos de mezclas de
AE y extractos, similares a los empleados en el proyecto.

El mayor nimero de patentes se encuentra en la Oficina de Patentes de los
Estados Unidos, seguida de la World Intellectual Property Organization (WIPO) y
finalmente, la Oficina Europea de Patentes (Véase Figura 3). Sin embargo, se
observa, que el empleo de extractos o de AE de Lippia origanoides y Lippia alba
no ha sido extenso, pero si hay una cantidad relevante de patentes que se refieren
al uso de sus componentes mayoritarios (Figura 4). Esto se refleja en un nimero
de registros de inventos superior al de la Figura 3. Se observa que el timol es el
antioxidante de preferencia para cosmeéticos.

699 — —— - . .
398 ' Ecuaciones de Busqueda
1000 | 193 [o -y 139
2 2 142 329 1255 W lippia origanoides in deodorants
1 6 = e
& L & L@ m lippia alba in deod
3 N Os& & o ippia alba in deodorants
& X O &
3 ‘@(\ & &
0(_)‘3 QP & & W antibacterial deodorant
Q/'bo 0% C)Q/Q
@)@ ’bQ’b antibacterial deodorant essential oil
N

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)
Figura 3. Busqueda de patentes. Analisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus.

NUumero de patentes: 1822. Periodo de observacion: 1997-2010. Fecha de
consulta: 4/06/2.010. Ecuaciones de busqueda: TITLE ABS KEY (Lippia
origanoides in deodorants), TITLE-ABS-KEY (Lippia alba in cosmetics), TITLE
ABS KEY (Lippia alba in deodorants), TITLE ABS KEY (antibacterial deodorant),
TITLE ABS KEY (antibacterial deodorant essential oil).
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50 Ecuaciones de busqueda

40 carvone antioxidant deodorant
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10 deodorant

B thyme antioxidant deodorant

US Patent
Office

WIPO

European
Patent Office

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

Figura 4. Analisis cienciométrico. Busqueda de patentes. Base de Datos: Scopus.
Numero de patentes: 89. Periodo de observacion: 1997-2010. Fecha de consulta:
4/06/2.010. Ecuaciones de busqueda: TITLE ABS KEY (Carvone antioxidan
dedorant), TITLE ABS KEY (Carvacrol antioxidant deodorant), TITLE ABS KEY
(Thyme antioxidant deodorant).

A continuacion, se presentan 3 registros de invenciones donde se emplean
extractos de plantas y AE, aplicados en productos cosméticos, que ya se
encuentran en el comercio.

ANTIPERSPIRANT COMPOSITIONS AND METHODS FOR REDUCING
PERSPIRATION IN HUMANS SPYROS, A., DISLICH, C., LOUREIRO, F.,
SIMONI, M., FRANCISCHINI DE CARVALHO, P., SAWANDA, T., A new method
for inhibiting or reducing perspiration and preventing body unpleasant odors is
provided. Alternative antiperspirant actives capable of activating TRPM8 channels
are topically applied, leading to inhibition or reduction of sweat production. Patent
record available from the World Intellectual Property Organization (WIPO)
2010 2010017609 (A3)

DEODORANT COMPOSITION HIRAMOTO, T., TAKEUCHI, R., It is intended to
provide a novel deodorant composition which is excellent in the deodorizing effect,
is capable of affording a deodorant composition by a convenient method, and
shows no decrease in the deodorizing performance even after a long period of
Patent record available from the US Patent Office 2009

Deodorant compositions containing six essential oil components and
antibacterial agents and deodorization of laboratory using them.
NISHIDA, Y; ARAI, M.. (Daiichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd., Japan). Jpn. Kokai
Tokkyo Koho (2006), 11pp. CODEN: JKXXAF JP 2006223646 A 20060831
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Patent written in Japanese. Application: JP 2005-42452 20050218. Priority: .
CAN 145:277036 AN 2006:894537 CAPLUS.

1.1.2.1 Busqueda de patentes en Scifinder scholar. En este buscador, el
namero de patentes encontrados fue menor (alrededor de 200) en comparacion
con la Base de Datos Scopus. Pero, se observa el interés de empresas

multinacionales en desarrollar de este tipo de productos (Véase Tabla 2).

Los paises con mayor numero de patentes en el campo de aplicacion de
productos naturales en desodorantes son Corea del Sur y Japén, con 68 y 70
registros, respectivamente; le sigue, la Republica Popular de China, con 46. La
empresa con mayor namero de patentes sobre la aplicacion de extractos de

plantas en desodorantes es Lion Corp (Japdn), con 12 patentes.

Se observa, que existe una alta demanda por desodorantes que incorporen
ingredientes naturales y, por tal motivo, muchas empresas invierten su tiempo en
investigacion y desarrollo. Actualmente, las industrias japonesas (Véase Tabla 2)
estan investigando intensamente en este campo, al igual que Brasil. La anterior
bldsqueda cienciométrica muestra que en el mundo existe un gran interés por este
tipo de productos con ingredientes naturales, asi como crece constantemente la
demanda de los consumidores que prefieren productos naturales en los articulos

de higiene personal y aseo.

En la Tabla 2 se muestran las empresas y los diferentes paises que han
desarrollado nuevas formulaciones cosméticas con base en ingredientes naturales
provenientes de plantas, cada una con su respectivo numero de patente, el afio en
gue se registrd, los inventores y alguna informacién sobre la adicion de un AE o

extractos, con fines antioxidantes y antibacterianos.
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Tabla 2. Base de Datos: Scifinder scholar. Periodo de observacion: 1990 - 2010. Fecha
de consulta: 01/06/2.010. Ecuaciéon de busqueda: TITLE-ABS-KEY (antibacterial

deodorant) AND (essentials oils).

Numero
Pais  Afio Nombre Inventores
Patente
Brasil 2009 2008:667642 Analysis of uses of essential oils Silva-Santos, A.;
and terpenics/terpenoids Antunes, A. M. S;
compounds by pharmaceutical Bizzo, H. R.; d'Avila, L.
industry through USPTO granted A.; Souza-Santos, L.
patents C.; Souza,R.C
Japon 2009 JP2006223646 Deodorant compositions containing  Nishida, Yoshihisa;
six essential oil components and  Arai, Michiko. (Daiichi
antibacterial agents and Kogyo Seiyaku Co.,
deodorization of laboratory using Ltd.)
them
EE.UU. 2006 US All natural gentle deodorant and Gale Carolyn.
20030206973 antiperspirant
Jap6n 2003 JP2000063262 Antibacterial cosmetics containing Kadota, Akemi.
tea extracts, thyme extracts, and tea  (Osaka Yakuhin
tree oils Kenkyusho K. K.)
Jap6n 2000 JP 11246337 Deodorant compound Shiseido Co Ltd

US 420104 A manufacturated from an extract of
rosemary
Francia 1998 FR 2767061 Natural products containing Morice, Andre Pierre.
WO 9907396 propolis and essential oils foruse (Fr.). Fr. Demande

in cosmetics and pharmaceuticals

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010).

Se puede concluir, que el producto a obtener en esta investigacion es
potencialmente patentable y como en Latinoamérica solo Brasil ha hecho estudios
similares, el Centro de Investigacion CIBIMOL-CENIVAM, junto con el Laboratorio

M&N, pueden ser pioneros en este campo.
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1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Definicion de productos cosméticos. Cosmetic Toiletry Fragance
Association (CTFA), define cosméticos como articulos que untados, frotados,
introducidos o esparcidos en el cuerpo humano, tienen como finalidad la limpieza,
embellecimiento, promover atractivo o alterar apariencia; no incluyendo aqui los

jabones [1].

1.2.2 Definicién de desodorante. Son sustancias que aplicadas al cuerpo, mas
frecuentemente en las axilas, reducen o eliminan el olor corporal causado por el
metabolismo de bacterias, que se nutren de los desechos del sudor. Estos
desodorantes pueden ser antibacterianos, antitranspirantes o una mezcla de
ambos; la diferencia radica en que un desodorante solo genera un efecto
bactericida, mientras que un antitranspirante, impide la secrecidn de sales
minerales y exudados; un desodorante antitranspirante no solo ejerce un efecto
bactericida, sino que también impide la sudoracion. La Food and Drugs
Administration (FDA) de los Estados Unidos los regula como farmacos sin
prescripcion meédica y los define como un cosmético que actia para inhibir el

crecimiento de bacterias causantes de olores, hasta por 24 horas y sin peligros [2].

1.2.3 Composicion tipica de los desodorantes. En la Tabla 3 se muestra la
nomenclatura comercial y la International Nomenclature of Cosmetic Ingredient
(INCI), establecida por la CTFA, para un tipico desodorante antitranspirante en gel
tipo roll-on, suministrado por el Laboratorio M&N (Bogotd). En la tercera columna
se observa la accion que ejerce cada uno de los ingredientes; siendo los principios
activos en la formulacion, el clorhidréxido de aluminio, que actla como
antitranspirante, el triclosan, como antibacteriano y la vitamina F, que se us6 como
un marcador para la posterior determinacion de los aldehidos generados durante
el proceso de oxidacion inducida. El resto de los componentes hacen parte de la

composicién base que originan la consistencia caracteristica tipo gel [2].
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Tabla 3. Formulacion de desodorante en gel tipo roll-on*.

NOMBRE COMERCIAL NOMBRE INCI ACCION %
Agua desionizada Water (Aqua) Vehiculo 61,05
Clorhidroxido de aluminio  Aluminum Chlorohydrate Antitranspirante 16,00
Arlacel 165 (lipomulse Glyceryl Stearate (and) PEG-100 Emulsionante 6,00
165) Stearate

Propilenglicol USP Propylene Glycol Humectante 5,00
Vitamina F Linoleic Acid (and) Linolenic Acid 4,00
Silicona 344 Cyclomethicone Gelificante 3,00
Alcohol cetilico Cetyl Alcohol Estabilizante 2,00
Emulgin B1 Ceteareth-12 Emulsionante 1,47
Emulgade 1000 Cetearyl Alcohol (and) Ceteareth-  Emulsionante 0,53
Cremophor Rh-40 PEG-40 Hydrogenated Castor Oil Emulgente A/O 0,50
Irgasan DP-300 Triclosan Antibacteriano 0,25
Alantoina Allantoin Reepitelizante 0,20

*Formulacion suministrada por el Laboratorio M&N (Bogota, Colombia).

1.2.4 Microorganismos en productos naturales. Los microorganismos
contaminantes potenciales de los cosmeéticos pertenecen al grupo de las bacterias.
Dentro del grupo de las bacterias figuran: Bacillus sp., Pseudomona sp.,
especialmente, la Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Propionibacterium acnés, P. granulosum y P. avidem,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae [1].

Los microorganismos pueden producir los siguientes efectos en los cosméticos:

a. Toxicos: Presencia de toxinas, productos catabodlicos que actian sobre
acidos grasos; presencia de proteinas extrafias que producen reacciones
alérgicas o irritacion primaria [1].

b. Degradacion de conservadores: Los microorganismos pueden ocasionar

decoloracién del producto, rancidez, cambios, separacion de la fase de una

emulsion, aparicion de manchas en la superficie, entre otras [1].
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1.2.5 Antioxidantes. Un antioxidante de define, de forma general, como
“cualquier sustancia que cuando esta presente en concentraciones bajas, inhibe o
previene la oxidacién de un sustrato”. De igual modo, desde el punto de vista
bioldgico, se define como “aquel compuesto que protege a los sistemas vivos de

los agentes que causan deterioro oxidativo” [3].

1.25.1 Evaluacion de la actividad antioxidante (AAO). Los métodos que
permiten evaluar la capacidad antioxidante de una gran variedad de sustancias, se
pueden clasificar en dos grandes grupos: |. Aquellos que determinan la capacidad
de inhibir la oxidacion lipidica y Il. Los que miden la habilidad para secuestrar
radicales [4-10].

En el primer grupo, se usan sistemas modelo, los cuales son disefiados para el
estudio de la AAO; en este caso, el sistema modelo in-vitro se emplea para el
estudio de esta actividad en el proceso de peroxidacion lipidica; se somete a una
rapida oxidacién que puede ser inducida, por ejemplo, por la radiacion ultravioleta,
metales de transicidbn como el hierro, ya que en sus estados de oxidacion Il y Il el
metal puede participar en las reacciones de transferencia de electrones, i.e.,
reaccion tipo Fenton [4-10].

Por otro lado, el objetivo de los métodos que determinan la capacidad atrapadora
de radicales es imitar los mecanismos que suceden en la oxidacion de lipidos,
midiendo la reduccion de radicales estables o radicales generados por diferentes
medios, por ejemplo, ensayos como de decolorizacién del cation-radical 2,2-azino-
bis(acido 3-etilbencen-tiazolina-6-sulfonico) (ABTS) y del radical a-a-difenil-B-
picrilhidrazilo (DPPH') [11, 12].

1.25.2 Peroxidacion lipidica (PL). también conocida como autoxidacion de
lipidos, es una reaccién de propagaciéon en cadena que esta acompafiada de la
generacion de hidroperoxidos lipidicos y una gran variedad de productos

secundarios como epoxidos, hidrocarburos y compuestos carbonilicos, entre otros.
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Se conoce que la peroxidacion lipidica transcurre a través de la produccion de
radicales y se lleva a cabo en varias etapas [4-9], a saber:

Iniciacion, propagacion, ramificacion y terminacion [4]:

Iniciacion. RH+10; ———» ROOH

RH— 5 R+H

Propagacion. R* + 30, » ROO

ROO + RH ———  » ROOH + R-

RO + RH » ROH+R-

Ramificacion. ROQOH RO + HO"

v

2RO0OH » RO +ROO" +H,0
Terminacion. R'+R- > RR
Hidrocarburos,
ROO" +R* ——————— ROOR aldehidos y otros

ROO"+ ROO* ———» ROOR + O,

Donde RH — &cido graso susceptible de oxidacion
R’ - radical;

RO’ - radical alcoxilo;

ROQ’ - radical peroxilo;

ROOH - hidroperéxido.

En la industria cosmética el proceso oxidativo tiene gran importancia, puesto que

los productos son degradados por el oxigeno, causando cambios en su color,
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textura y propiedades organolépticas, debido también a su rancidez [9]. Uno de los
acidos grasos mas propensos a la oxidacion es el acido linoleico (ALH), presente
en la mayoria de alimentos que se consumen a diario, especialmente, en la grasa
del pollo y aceites comestibles. En la industria cosmética éste se suministra, en
forma de vitamina F, en productos con el fin de combatir la piel seca, desigual y
agrietada, pelo seco y seborrea; ya que deja la piel suave y el pelo flexible y
sedoso. También es util para tener una piel sana y como preventivo (Véase Anexo
2). El ALH posee enlaces dobles en las posiciones 9 y 12, que debilitan el enlace
C-H metilénico (76 kcal/mol de energia de enlace), con respecto a un hidrégeno
en una cadena saturada (96,3 kcal/mol de energia de enlace) y facilitan la
abstraccion del hidrogeno del grupo metilénico del Cy;, para formar el respectivo
radical (AL"), estabilizado por deslocalizacion del electron a través de los cinco

atomos de carbono (Figura 5) [4].

La distribucion electrénica en el AL’ permite la formaciéon de los hibridos de
resonancia conjugados. En presencia de oxigeno triplete (30,) se forman los
correspondientes radicales peroxi 9- y 13-ALOO’, los cuales reaccionan con el
acido graso ALH para propagar la reacciéon y generar los 9- y 13-hidroperdéxidos,
respectivamente. Los hidroperéxidos formados se descomponen para dar
compuestos de bajo peso molecular. El hexanal es el producto secundario mas
abundante formado a partir de la oxidacién del ALH, posiblemente, por la via de
escision - del 13-hidroperéxido con la formacion de un radical de corta vida y el

grupo carbonilo [4].
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Fuente: BELITZ H. D., and GROSCH W., Food Chemistry.
Figura 5. Reaccion de oxidacion del acido linoleico [13].

La Figura 6 muestra las dos posibilidades (A y B) de la escision de los
hidroperoxidos [4]. Sin embargo, el hexanal no es el Unico compuesto carbonilico
formado. En esta reaccion se forman los compuestos carbonilicos, productos de la
reaccion de oxidacién inducida con Fe*? de los acidos oleico, linoleico y linolénico
(Tabla 4) [4].
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R 4 XXX & R R
, [13-ALOOH]
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Fuente: BELITZ H. D., and GROSCH W., Food Chemistry.
Figura 6. Esquema de la escision - del 13-hidroperéxido. Formacion del hexanal

[13].
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Tabla 4. Compuestos volatiles generados durante la degradacién de acidos
grasos insaturados [13].

Acido oleico (ug/g)? Acido linoleico (ug/g)*  Acido linolénico  (ug/g)*
Heptanal 50 Pentanal 55 1-Penten-3-ona 30
Octanal 320 Hexanal 5100 3-trans-Butenal 10
Nonanal 370 Heptanal 50 2-trans-Pentenal 35
Decanal 80 2-trans-Heptenal 450 2-cis-Pentenal 453
2-trans-
Decenal 70 Octanal 45 2-trans-Hexenal 10
2-trans-
Undecenal 85 1-Octen-3-ona 2 3-trans-Hexenal 15
— — 2-cis-Octenal 990 3-cis-Hexenal a0
— — 2-trans-Octenal 420 2-trans-Heptenal 5
2-trans-4-cis-
— — 3-cis-Nonenal 30 Heptadienal 320
2-trans-4-trans-
— — 3-trans-Nonenal 30 Heptadienal 70
2-Cis-b-cis-
— — 2-trans-Nonenal 30 Octadienal 20
— — 2-cis-Decenal 20 3,5-Octadien-2-ona 30
2-trans-4-trans- 2-trans-6-cis-
— — Nonadienal 30 Nonadienal 10

— — 2-trans-4-cis-Decadienal 250 2,4, 7-Decatrienal 85
trans-4,5-Epoxy-2-trans-
— — decanal 150

%1 g de 4cido graso es oxidado a 20°, por 0,5 mol de oxigeno/mol de 4cido graso [13].

1.25.3 Evaluacion de la actividad antioxidante y la peroxidacion
lipidica. Para el estudio de AAO en muestras cosméticas se monitorean los
productos finales o secundarios de la peroxidacion lipidica; para esto, se emplean
diferentes técnicas. La mas usada para este caso es la determinacion de
compuestos carbonilicos, productos de la reaccion, como aldehidos, cetonasy -
hidroxialdehidos y acidos carboxilicos. En el presente trabajo, se cuantificd el
hexanal, producto final de la degradacion oxidativa de la base cosmética, que
contenia el acido linoleico de la vitamina F.

El hexanal no se puede cuantificar empleando detectores cromatograficos
convencionales, como es el caso del detector de ionizacion en llama (Flame

lonization Detector, FID), porque se obtiene una respuesta (sefial) poco sensible;
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ademas, la inestabilidad térmica, la alta volatilidad y la solubilidad parcial en agua
de las moléculas carbonilicas hacen dificil su analisis directo por cromatografia de
gases (GC). Por ello, se emplea una metodologia basada en la derivacion del
hexanal con pentafldorfenilhidracina (PFPH). Se cuantifican las respectivas
pentaflGorfenilhidrazonas, que se forman sobre el recubrimiento de la fibra de
microextraccion en fase sélida (SPME). Es un derivado térmicamente estable y de
volatilidad y polaridad mas bajas que el hexanal, ademas, al aumentar la
“especificidad” de la molécula, introduciendo en esta los cinco atomos de fluor, se
incrementa notoriamente la respuesta del detector selectivo de micro-captura de
electrones (U-ECD) o del detector selectivo de nitrogeno fosforo (NPD) [5, 8, 14].

En la Figura 7 se muestra la reaccion de derivacion de un aldehido con la PFPH,
que permite obtener una mezcla de hidrazonas isoméricas. Esta metodologia fue
previamente estandarizada en el laboratorio de cromatografia por Stashenko y

colaboradores [15-18].

E T;?\Rl
F NH
F THZ
F NH F F
F

O
+ </ —_— Isémero Z
1
F F R F
F F NH
1 \Nﬁéﬁ\Rl
R™=H, CoHaper; (N=2-11) i
F
Isbmero E

Fuente: JARAMILLO, B., Tesis Doctoral UIS. 2004.
Figura 7. Esquema de derivatizacion de aldehidos con pentafldorfenilhidracina
[14].

1.2.6 Actividad antibacteriana y antioxidante de plantas. Las diferentes
propiedades biolégicas de las plantas y AE o extractos estan directamente

relacionadas con su composicion quimica. Asi, algunos sesquiterpenos exhiben
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actividad citotéxica y mutagénica y son menos efectivos para inhibir el crecimiento
de los microorganismos que sus analogos oxigenados [19]. Por su parte, los
fenoles son microbicidas o inhibidores del crecimiento, efecto que depende de su
estructura quimica; razén por la cual los aceites esenciales con elevado contenido
de fenoles presentan actividad antimicrobiana alta [20].

Los antioxidantes obtenidos de plantas se consideran de origen natural, la mayoria
son compuestos fendlicos, por ejemplo, tocoferoles, flavonoides o acidos fendlicos
[5, 8, 14].

1.2.7 Plantas con propiedades antibacterianas y antioxidantes. Orégano de
monte (Lippia origanoides), quimiotipos “timol” y “carvacrol”, y pronto alivio (Lippia
alba), quimiotipo “carvona”, se emplearon en este proyecto; ya que los estudios
realizados en el CIBIMOL-CENIVAM y en otros centros de investigacion a nivel
mundial, muestran que los metabolitos secundarios de estas dos plantas (tres,
teniendo en cuenta los quimiotipos) son de baja toxicidad, poseen propiedades
antioxidantes y antibacterianas [21-23], razones por las cuales se emplean en
proyectos agroindustriales con asociaciones de productores en municipios de
Sucre y Socorro del Departamento de Santander.

El orégano de monte es ideal como antibacteriano y antioxidante [23, 24] y el
pronto alivio en la medicina tradicional es conocido por sus propiedades

antisépticas y es considerado como un buen agente antibacteriano [21, 23].

1.2.8 Quimiotipos. Los quimiotipos son variaciones quimicas naturales que
suceden en el metabolismo secundario de las plantas, inducidas por factores
ambientales (e.g., tipo de suelo, altitud, exposicién al sol, lluvia, época de colecta,
variaciones estaciones, insectos) [25], que someten al individuo o0 a un grupo a
una condicion de estrés, lo que hace que su metabolismo produzca algunos
metabolitos secundarios en mayor cantidad que otros. Esto no siempre puede ser
cierto en su totalidad y las variaciones observadas puedan estar influenciadas
también por factores genéticos. Hay plantas que pueden presentar diferencias

muy marcadas en la composicién de su aceite con respecto a un compuesto en
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particular. Por ejemplo, el contenido de carvacrol en Lippia origanoides puede
variar del 0,1 al 60% [25]. Otras pueden cambiar su apariencia, diferenciando de
esta manera sus quimiotipos, como Lantana camara, la cual presenta una
variacion en el color de sus flores amarillo-naranja y rosado-violeta, asi como en la

composicion de su AE [26].

1.2.9 Lippia alba. Esta planta (Figura 10) es un subarbusto de la familia
Verbenaceae, también conocido como Lantana alba, Lippia geminata, Lantana
citrata o Lippia geniculata, entre otros. Popularmente, se conoce como “Pronto
alivio”, “curalotodo”, “falsa melisa”, “anis de Espafa”, “orégano de cerro”, “salvia
morada”, “poleo”, “salvia americana”, etc. Esta especie es nativa de América y se
usa en medicina tradicional como estomacal, antiespasmaddica, digestiva,
estimulante, analgésico, béquico, antihemorroidal, expectorante, sedante,
desinfectante, diaforética, abortiva, emenagoga y para el tratamiento de resfriados,
diarrea, artritis, corazon, presion, sinusitis, espasmos, bronquitis y cdlicos.

También se utiliza en culinaria [27-34].

Fuente: El autor.
Figura 8. Planta de Lippia alba (Familia Verbenaceae).

En un estudio realizado en 2006, se clasificaron los quimiotipos de Lippia alba,
cultivados en diferentes partes del mundo; éstos se agruparon de acuerdo con la
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ruta biosintética de sus metabolitos secundarios, identificAndose 7 quimiotipos
para esta especie (Tabla 5) [35]. El aceite esencial presenta actividad
antimicrobiana contra Candida albidans, Trichophyton mentagrophytes,
Neurospora crassa, Deschlera oryzae y Fusarium moniliforme, téxica solo en altas
dosis, presenta actividad analgésica, antiedematogénica y anticonvulsionante
[36,37]. El quimiotipo rico en carvona presenta actividad AO, actividades
antifingica y antibacterial contra Escherichia coli y Salmonella typhimurium [38] y

presenta una toxicidad baja con un valor de IC50 de 23 ug/mL.

Tabla 5. Quimiotipos de Lippia alba y su lugar de origen [35].

Quimiotipos Componentes mayoritarios Pais de origen

I Citral; linalol Argentina, Guadalupe, India, Brasil,

Guatemala, Curazao, Uruguay.

Il Tagetenona Argentina, Guatemala

Il Carvona, limoneno Brasil, Cuba, Colombia

v B-Mirceno Argentina, India

\% y-Terpineno Brasil

VI Alcanfor; 1,8-cineol Uruguay

VI Estragol EE.UU.

1.29.1 Actividad antioxidante. En publicaciones realizadas por Ramos en

2003 [37] y Stashenko y colaboradores [39], se describen los procedimientos y
resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad antioxidante del aceite
esencial y Del extracto etandlico de Lippia alba, respectivamente. El primer
trabajo, emple6 métodos de atrapamiento de radicales [37] (DPPH- y ABTS+:) e
inhibicion de la peroxidacion lipidica y determiné que la actividad del AE fue
equivalente a la actividad de la vitamina E en concentraciones mayores o iguales a
las concentraciones de esta ultima (el % de disminucion del hexanal formado

durante la peroxidacion lipidica del &cido linoleico fue de 73.6 y 62.4 % para el AE
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de Lippia alba y la vitamina E, respectivamente). El segundo trabajo [39], reporta

ensayos de atrapamiento de radicales (DPPH-y OH-) y peroxidacion lipidica.

1.2.10Lippia origanoides. Es un arbusto aromético de la familia Verbenaceae,
nativo de América Central y norte de Suramérica, especialmente en la region
Amazonica (Véase Figura 9). Los nombres botanicos (sinbnimos) de esta planta
son L. berterii, L. schomburgkiana, L. origanoides o Lantana ciliaris. Esta planta se
conoce popularmente como “Salvia de Maraj6”, “Orégano”, “Orégano de burro”,
“Poleo”, “Orégano cimarron”, “Orégano de cerro”, “Orégano ancho”. Se usa en
culinaria y como planta medicinal. En la medicina popular se aplica para el
tratamiento de colicos, resfriados, asma, tos, infecciones pulmonares, indigestion,
diarrea, nausea, fiebre; también, como estomaquica, antiespasmaddica,

emenagoga, expectorante y antiséptica [29, 40, 41].

Fuente: El autor.
Figura 9. Planta de Lippia origanoides (Familia Verbenaceae).

La actividad biologica. El AE tiene actividad antimicrobiana contra los siguientes
hongos y bacterias: Candida albicans, C. gquilliermondii, C. parapsilosis,

Cryptococcus neoformans, Trychophytum rubrum, Fonsecaes pedrosi,
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Staphylococcus aureus, Lactobacillus casei y Streptococcus mutans; se supone
gue esta actividad esté relacionada con los compuestos fendlicos, carvacrol y timol
[40].

La evaluacion in-vitro de los AE demostré una alta actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli, Staphylococus aureus, Staphylococus aureus MRSA, Candida

albicans y Candida tropicalis [42].

1.2.10.1 Actividad antioxidante. Los fenoles son compuestos interesantes y
llaman la atencion de investigadores por sus propiedades bioldgicas, dentro de las
cuales su actividad antioxidante (AAO) es muy alta, por esta razon, se reportan

diversos estudios sobre la actividad AAO de derivados fendlicos [42-45].

CH3 CHj3
OH

OH

H4C CH, H,C CHg
A B
Fuente: AESCHEBACH, T., et al, Food Chem. Tox., 1994, 32 (1).

Figura 10. Férmulas estructurales de: A - Timol y B — Carvacrol [43].

1.2.11 Técnicas de extraccion.

1.211.1 Hidrodestilacion asistida por la radiacibn de microondas
(MWHD). Esta técnica es de gran utilidad para la extraccion de los AE a escala de
laboratorio, pues es rapida, sencilla y relativamente econémica. El material vegetal
se sumerge al agua dentro de un matraz de 2 L; luego, bajo el efecto de la
radiacion del microondas, el agua se calienta hasta ebullicibn disolviendo
parcialmente el AE alojado en los tejidos vegetales. Estas estructuras celulares se
rompen por la presion de vapor elevada y los metabolitos volatiles son arrastrados

por el vapor de agua, que luego se condensa [46].
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En el Laboratorio de Cromatografia de la UIS se han realizado numerosos
trabajos, usando esta técnica y optimizando las variables de extraccion, para un
mejor rendimiento, como lo describen Stashenko y colaboradores [39] y Tsarkova
[46]. En estas investigaciones, el balon con el material vegetal, se introduce al
horno microondas comercial. EI material vegetal y el agua se calientan en el
matraz; EI montaje permite aislar el aceite, evaporarlo y luego condensarlo en una
trampa tipo Dean-Stark. El tiempo de extraccion es de aproximadamente 40 min,
que es mucho menor que las 3 6 4 horas necesarias para la hidrodestilacion

convencional.

1.2.11.2 Extraccion con fluido supercritico (CO;). En la actualidad, la
extraccion con fluido supercritico es cada vez mas usada para la obtencién de
esencias y extractos de las plantas [47]. Esta técnica ha ganado aceptacion
porque es considerada segura para la salud de las personas, ya que los extractos
obtenidos han sido reconocidos por su calidad de olor y sabor sobre extractos
aislados por otras técnicas, aunque la SFE sea costosa; estas caracteristicas son
las que se tienen en cuenta en el momento de elegirla [47]. Ademas, es un método
funcional ya que variando las condiciones de temperatura y presion se pueden
obtener selectivamente diferentes clases de extractos, i.e., con diferente
composicion. El uso de ciertas sustancias, a presiones y temperaturas cercanas a
las criticas, se basa en que éstas podrian ser consideradas como solventes
adecuados (“supersolventes”), para la extraccibn de metabolitos volatiles y

semivolatiles de las plantas [48-51].

1.2.11.3 Microextraccion en fase sélida (SPME). Una alternativa para
analizar los compuestos carbonilicos volatiles, es el uso de la microextraccién en
fase sélida (SPME). Es una técnica de extraccion y concentracion de los analitos
en diferentes matrices, que permite minimizar la manipulacion de la muestra sin

requerir disolventes organicos. La técnica es rapida, polifuncional y soluciona
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algunos problemas encontrados en los métodos tradicionales, como la formacion
de emulsiones, el elevado consumo de disolventes o efectos de memoria [52].
SPME se realiza sobre una fibra de silice fundida que esta recubierta con un
sorbente, en la mayoria de los casos, de tipo polimérico en el cual se adsorben los
analitos. Luego, ocurre la desorcién de éstos mediante temperatura (GC) o un
disolvente organico (HPLC). El proceso comienza cuando la fibra (el recubrimiento
polimérico) entra en contacto con la muestra y se inicia la particion de los analitos
entre la matriz de la muestra y el recubrimiento [53].

El muestreo se considera completo cuando la concentracibn de analito ha
alcanzado el equilibrio de distribucion, entre la muestra y la fibra. El recubrimiento
funciona como una trampa de analitos, o que resulta en una acumulacién de
masa de analitos sobre la fibra. El pequefio tamafio de la fibra y su geometria
cilindrica permiten incorporarla en una jeringa (aguja), de esta forma, se facilita su

manipulacion y desorcion de analitos atrapados [54].
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS MENORES

2.1.1 Reactivos y solventes. Agua, grado analitico, y metanol, grado analitico,
se compraron a Merck (Darmstadt, Alemania); base cosmética de desodorante en
gel tipo roll-on fue suministrada por el Laboratorio M&N (Bogotd); hexanal (97%),
sulfato de hierro, dodecil sulfato de sodio, Tris [2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol] y cloruro de potasio se compraron a Merck (Darmstadt, Alemania);
2,6-di(ter-butil-p-cresol) (BHT), vitamina E (99%), pentaflGorfenilhidracina (PFPH)
(97%), acido linoleico (99%), se compraron a Aldrich Chemical Co. Inc.,
(Milwaukee, WI. EE.UU.).

2.1.2 Materiales. Se usaron septa, férrulas, liners (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, EE.UU.), jeringas de 10 pL (Hamilton Co., Reno, EE.UU.) y 5 pL
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EE.UU.). Los tubos conicos de poli(propileno) de
1.5 mL, micropipeteadores de 2-20 y 25-250 pL, puntas §dticas para las
micropipetas, dispensadores para solventes y las pipetas Pasteur desechables se
compraron a BRAND GMBH Co. (Wertheim, Alemania).

2.1.3 Material de vidrio: Se emplearon frascos ambar para SPME de 2, 5y 10
mL, pipetas volumétricas y aforadas de 0.5, 1, 2, 5y 10 mL, balones aforados de
1, 2,5 10y 25, 50 mL, vasos de precipitados de 50 y 100 mL (Schott, Hofteim,

Alemania).

2.1.4 Gases especiales: Para cromatografia de gases se usaron He (99,995%),
N> (99,995%), H, (99,995%) y aire (99,995%) (Grupo Linde Colombia).

2.1.5 Equipos menores e instrumentos analiticos.

e Plancha de calentamiento con agitacion magnética (Thermolyne, Nouva Il
stirring hot plate , Dubuque, 1A, EE.UU.).
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Plancha de calentamiento con agitacion magnética, Schott Gerate GMBH
modelo MR106S (Hofteim, Alemania), minishaker IKA, JKMS, (Hofteim,
Alemania).

Balanza analitica digital Mettler-Toledo AG285 + 0.00001 g (Greifensee,
Suiza).

Balanza de precision BA310S Sartorius Basic £ 0.005 g (Gottingen,
Alemania).

Bafio circulatorio de refrigeracion FISHER (Pittsburgh, PA, EE.UU.).
Sistema de extraccion con fluido supercritico, Extractor SFE 2000 (Thar
technologies, PA, Pittsburgh EE.UU.).

Fibra para microextraccion en fase solida de [poli-(dimetilsiloxano)/
divinilbenceno, 65 um, (Supelco Inc., Bellefonte, EE.UU).

Cromatografo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EE.UU.), HP 6890
Plus, con programacion electrénica de presion, dotado con microdetector de
captura de electrones (u-ECD, 63Ni, 280°C), inyector automatico HP 7683
Series, puerto de inyeccion split/splitless (250°C, relacion split 1:10) y
sistema de datos HP ChemStation HP Rev. A.06.03 [509]. Se emple6 una
columna HP-5, 30 m x 0.2 mm D.l. x 0.33 ym d.f., con f.e. de 5%-fenil-
poli(dimetilsiloxano). La programacion de temperatura del horno fue de
100°C por 5 min hasta 250°C por 5 min @ 10°C/min. Se utilizé helio
(99.995 %), como gas de arrastre con una velocidad de 1 mL/min (70°C), y
mezcla de argén-metano (9:1), como gas auxiliar;

Cromatografo de gases Hewlett-Packard, HP 5890A Series Il acoplado a un
detector selectivo de masas HP 5972, sistema de ionizacion por impacto de
electrones (70 eV), analizador masico cuadrupolar, sistema de datos con
dos bibliotecas de espectros de masas NBS75K (75.000 espectros) y
WILEY 138 (138.000 espectros), equipado con un inyector automatico HP
6890 Series, puerto de inyeccion split/splitless (relacién split 1:30, 250°C),
las temperaturas de la camara de ionizacion y la linea de transferencia se

mantuvieron a 180 y 285°C, respectivamente. Se usé una columna HP-
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5MS, 60 m x 0.25 mm D.l. x 0.33 pym d.f., con f.e. de 5%—fenil-
poli(dimetilsiloxano); la programacién de temperatura fue de 100 °C por 5
min @ 2.5°C/min hasta 280°C por 10 min. Los espectros de masas y las
corrientes idnicas reconstruidas se obtuvieron en un rango de masas de
m/z 40 — 450.

e Cromatografo de gases Agilent Technologies 6890N Network Series GC
(Palo Alto, CA, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas AT
5975 Inert XL, equipado con un puerto de inyeccion split/splitless (250°C,
relacion split, 50:1), e inyector automatico Agilent Technologies 7863B. se
uso6 una columna de silice fundida DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA,
EE.UU.), con fase estacionaria entrecruzada e inmovilizada de
poli(etilenglicol) de 60 m x 0,25 mm, D.l. x 25 ym, ds; con la programacion
de temperatura de 45°C por 5 min hasta 159°C por 3 min @ 3°C/min, y
hasta 220°C por 3 min. Los espectros de masas y las corrientes ionicas

reconstruidas se obtuvieron en un rango de masas de m/z 40 — 450.

2.2 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La recoleccion y el secado del material vegetal se realizd en las parcelas
experimentales del Centro de Investigacion de Excelencia, CENIVAM (UIS,
campus principal, Bucaramanga), siguiendo la metodologia descrita por Celis [23]
para Lippia origanoides, quimiotipo “carvona”, por Ruiz [24] para Lippia
origanoides, quimiotipo “timol”, y por Goméz [55], para la Lippia alba, quimiotipo
“carvona”; los pliegos testigo de estas especies, ya identificadas, estan
depositados como muestra permanente en el Herbario Nacional de Colombia, con
los niumeros de voucher, registrados en la Tabla 6. Las plantas se cosechaban

cada 6 meses.

El secado del material vegetal se realizé en una estufa Indumegas (Bucaramanga,
Colombia), a una temperatura de 50°C durante 3 horas, segun las condiciones

establecidas por Gomez [55] en su trabajo. Para obtener mayor rendimiento, de
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ambas plantas, de la destilacién y la extraccién con fluido supercritico, para cada
proceso, se empleo todo el material vegetal cosechado (hojas y tallos).

Tabla 6. Nameros de voucher COL de las especies estudiadas [23, 24].

ESPECIE FAMILIA No COL
Lippia alba, quimiotipo “carvona” Verbenaceae 512078
Lippia origanoides Kunth, quimiotipo “carvacrol” Verbenaceae 512075
Lippia origanoides H.B.K, quimiotipo “timol” Verbenaceae 519799

La metodologia empelada para la destilacion de los aceites esenciales y obtencion
de los extractos se describe en los dos numerales siguientes. El correspondiente
proceso de identificacion, caracterizacion y cuantificacion de los metabolitos
secundarios presentes en los aceites y extractos de L. alba y L. origanoides se
explica detalladamente en el Numeral 2.4. El procedimiento llevado a cabo para la
obtencion de la curva de calibracion del hexanal haciendo su derivacion previa a
su respectiva hidrazona, aparece en el Numeral 2.5.1. En el Numeral 2.6 se
muestran las pruebas de actividad antioxidante para la base cosmética realizando

las reacciones de peroxidacion.

2.3 PROCEDIMIENTOS DE DESTILACION Y EXTRACCION

2.3.1 Obtencion de los aceites esenciales por el método MWHD. Las hojas
limpias, secas y pesadas (ca. 200 g, balanza analitica METTLER-TOLEDO AG
285; Greifensee, Suiza), se sometieron al proceso de destilacion en un equipo tipo
Clevenger con reservorio de destilacion Dean-Stark adaptado a un sistema de
calentamiento por radiacion de microondas, en un horno convencional LG
Intelowave, modelo MS-1242ZK (Seul, Corea), con potencia de salida 1200 W y
frecuencia de radiacion 2,5 GHz [39]. Se adicionaron 300 mL de agua destilada. El
tiempo total de la extraccion fue de 40 min, divididos en 4 turnos (4x10 min), a
intervalos entre ellos de 1 min. La potencia del horno (720 W) se fij6 al 60% de la
potencia total del equipo.
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Los AE obtenidos se secaron con Na,SO, anhidro (J.T. Baker,Philisburg, NJ,
EE.UU.), para evitar su dafio por humedad. Los AE aislados se pesaron en una
balanza METTLER-TOLEDO AG 285 (Greifensee, Suiza), los pesos se
promediaron y el rendimiento de esencia se calculo con base en el peso inicial de

material vegetal.

2.3.2 Obtencion de extractos por el método SFE (CO,). Para este tipo de
extraccion se utilizé un equipo extractor SFE 2000 (Thar Technologies, Pittsburgh,
PA, EE.UU.). Se us6 la metodologia descrita por Mara [56]. Se introdujo el
material vegetal (600 g) en el cilindro de extraccion. El sistema se sell6 y se
presurizé. Se realizaron extracciones a 3 diferentes valores de presiéon, que fueron
300, 400 y 500 bares, a 45°C y con un flujo de CO, de 20 g/min. Ello, con el fin de
encontrar las condiciones de mayor rendimiento de extraccion para estas
especies. Este proceso tuvo una duracion de 1 h; una vez alcanzado este tiempo,
se despresurizo el sistema y se retir6 el extracto.

Los siguientes fueron los tres pasos principales para la extraccion con fluido
supercritico: (1) extraccion, (2) expansion y (3) separacion; los correspondientes
componentes del equipo fueron: (1) un extractor de alta presion, (2) valvula de
reduccion de la presién y (3) un colector-separador de baja presion. Otros
aditamentos son bombas de alta presion, intercambiadores de calor, medidores de
densidad y flujo, valvulas manuales, etc. El material vegetal a extraer —
generalmente solido-, se depositd en el extractor de alta presion, a traves de éste
se hizo pasar el fluido supercritico a las presiones establecidas. Luego, el extracto
llegé a la valvula de reduccion de presion en donde se alcanzaron los 50 bar,
posteriormente, el extracto se llevd al separador en donde el CO, se dirigié a un
venteo 0 a un sistema de reciclado para su posterior utilizacion, y finalmente, el
extracto quedd depositado en el colector [57]. Las partes de un equipo SFE se

muestran en la Figura 11.
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Fuente: El autor.

Figura 11. Equipo de extraccion con fluido supercritico SFE 2000 (Thar
Technologies, Pittsburgh, PA, EE.UU.). Principales unidades de un equipo para
la extraccion con fluido supercritico: 1-Cilindro de CO;,, 2-Intercambiador de
calor |, 3-Flujometro, 4-Bafio de refrigeracion, 5-Bomba, 6-Reservorio de
solvente, 7-Bomba para co-solvente, 8-Intercambiador de calor I, 9-
Portamuestra, 10-Chaquetas de calentamiento, 11-Sensor de temperatura, 12-

Vélvula automatica de regulacion de la presion, 13-Separador, 14-ManOmetros.
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2.4ANALISIS CROMATOGRAFICO

2.4.1 Preparacion de muestras para el analisis por GC-MS. Para los AE, se
adicionaron 50 uL del AE puro, 1 uL de patron interno (n-tetradecano) y se afor6é a
1 mL en diclorometano. Para los extractos obtenidos por SFE, se disolvieron 4 mg
de cada extracto en 2 mL de diclorometano, estas disoluciones se filtraron y los
filtrados se concentraron con una corriente de nitrdgeno (Grupo Linde, Colombia)
hasta un volumen de 0,5 mL, luego se adicioné 1pL de patén interno de n-

tetradecano y se aforé a 1 mL con diclorometano.

2.4.2 Andlisis de las muestras por GC-MS. El andlisis de las muestras de AE y
extractos de L. origanoides y L. alba se llevé a cabo por cromatografia de gases
capilar en dos columnas con fases estacionarias polar y apolar, acoplados a
detectores selectivos de masas. Lo anterior con el fin de identificar los
componentes en extractos y aceites esenciales obtenidos a través de sus indices

de retencion y espectros de masas.

2.4.3 Cromatografia de gases en la columna con fase estacionaria apolar.
Una vez preparadas, las muestras se sometieron a un analisis por cromatografia
de gases, en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus (Palo Alto, CA, EE.UU.),
(Véase el Numeral 2.1.5).

2.4.4 Cromatografia de gases en columnas con fase estacionaria polar.
Igualmente, todas las muestras se analizaron por cromatografia de gases en un
equipo Agilent Technologies 6890N Network Series GC (Palo Alto, CA, EE.UU.),

(Véase Numeral 2.1.5).

2.4.5 Identificaciéon de componentes. Se calcularon los indices de retencién
lineales, Ir, teniendo en cuenta los tg de una serie homologa de sustancias de
referencia, i.e., hidrocarburos lineales desde C;o hasta Cs, corridos en cada uno
de los cromatografos bajo los mismos parametros operacionales utilizados para
los AE y extractos. Para su determinacion se utilizé la Ecuacion 1 [58], modificado

para la escala lineal.
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[ = 100n + 100 [tRX | Ecuacion 1
RN ~trn
Donde n<N:

n= Numero de atomos de carbono del n-hidrocarburo que eluye antes del
compuesto de interés;

rx= Tiempo de retencioén del compuesto de interés (min);
trn= Tiempo de retencion del n-hidrocarburo que eluye antes del compuesto de
interés (min);
trn= Tiempo de retencion del n-hidrocarburo que eluye después del compuesto de
interés (min).

Los Ir calculados para las fases estacionarias polar y apolar se compararon con
los Ir reportados en la literatura [59].

245.1 Cuantificacion del hexanal. El analisis del derivado PFPH-hexanal
se realiz6 en un cromatografo de gases Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, EE.UU.),
HP 6890 Plus, dotado con un microdetector de captura de electrones (u-ECD,
®Ni). Las temperaturas del inyector y detector permanecieron constantes (250°C),
la programacion de temperatura de la columna, flujo de gas de arrastre aparecen

citados en el Numeral 2.1.5.

La identificacion del derivado hidrazonico PFPH-hexanal se realiz6 por
comparacion entre los cromatogramas de las muestras peroxidadas y el patrén
PFPH-hexanal, tal como se describe en los trabajos de investigacion realizados

por Stashenko y colaboradores [16].

2.5 CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE IN VITRO DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS.

El efecto protector de los aceites y extractos se determiné midiendo la cantidad del
hexanal generado durante la degradacion oxidativa del acido linoleico que, en la

base cosmeética, venia presente como vitamina F (acido linoleico + &cido
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linolénico). Esta medicion se llevd a cabo con y sin los AE o extractos. Para
realizarla fue necesario previamente hacer una curva de calibracion con patron del
hexanal, calcular las figuras analiticas de mérito e implementar esta metodologia

para la base cosmética.

Los aceites esenciales y extractos de pronto alivio (L. alba, quimiotipo “carvona”) y
orégano de monte (L. origanoides, quimiotipos “timol” y “carvacrol”) se mezclaron
en relaciones 1:1 y 2:1 (Véase Tabla 7). El BHT y la vitamina E se adicionaron a

dos muestras en cantidades recomendadas por la FDA.

2.5.1 Seleccion de recubrimiento de la fibra para SPME. Con base en los
resultados de trabajos de investigacion realizados por Stashenko y colaboradores
[15-17] sobre peroxidacion lipidica empleando la técnica de micro-extraccion en
fase solida, se escogido una fibra de PDMS/DVB. El tiempo de saturacion con
agente derivatizante fue 10 min, en el espacio de cabeza de una disolucion de
agente derivatizante pentaflGorfenilhidracina (PFPH, 500 ppm) y el tiempo de
exposicion de la fibra saturada al espacio de cabeza de la muestra, para

derivatizar hexanal a su respectiva hidrazona, fue de 40 min.

2.5.2 Seleccion de disolventes. Se prepararon tres disoluciones de PFPH de 25
ppm, en metanol, hexano y agua; se tomaron 2 mL de cada una, se depositaron
en un vial de 4 mL. El frasco se sell6 y se expuso a la fibra en el espacio de
cabeza durante 10 min, y luego la fibra se desorbié en el puerto de inyeccion a
260°C; esto con el fin de determinar con qué solvente se obtenia mayor cantidad
de PFPH adsorbido en la fibra.

2.5.3 Preparacion de la hidrazona. La hidrazona del hexanal se preparo a partir
de una disolucién acuosa de PFPH (500 ppm), de la cual se tomaron 2 mL que se

depositaron en un vial de 4 mL. La mezcla se dejo 5 min en agitacion, a 750 rpm.

Luego, la fibora de PDMS/DVB se expuso al espacio de cabeza del vial durante 10

min, mientras la mezcla se agitaba a una velocidad de 750 rpm, para garantizar
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tanto la homogeneizacién de la disolucion como también para lograr el equilibrio a

un tiempo mas corto.

Después de saturar la fibra con el agente derivatizante, ésta se expuso al espacio
de cabeza de cada uno de los viales con las respectivas disoluciones estandar del
hexanal. Las concentraciones del hexanal fueron: 0.01, 0.07, 0.5, 1, 2, 4, 25, 50,
80, 100, 125, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 ppm. Después de este periodo de
exposicion de la fibora a cada una de las disoluciones se procedido a la
cuantificacion del derivado hidrazonico por GC-ECD, asi como se describe en el
Numeral 2.4.5.1.

2.5.4 Estudio de repetitividad, niveles minimos de cuantificacion vy
deteccion.
25.4.1 Determinacion de la repetitividad de areas. La repetibilidad del
método cromatografico se evalué en términos del coeficiente de variacion (CV, %,
Ecuacién 2) [60]. De los patrones del hexanal tomados se escogi6 el patrén de 25
ppm, ya que de los puntos de la curva de calibracion evaluados, éste era de la
mayor pendiente. Entonces, se procedido a realizar un quintuplicado de esta
concentracion con el fin de determinar el coeficiente de variacion en la medicion

de areas, segun las ecuaciones 2-4:

X .,
CV,% = 5 Ecuacion 2
= X{+Xy.X .
X== nz = Ecuacion 3
= |3 (X, - X)? Ecuaci6n 4
= |— n_1(X; ) cuacioén

Donde:
X= Promedio de los datos

s= Desviacion estandar
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2.5.4.2 Determinacion de los niveles minimos de deteccién (NMD) y de
cuantificacion (NMC). Se disminuyo la concentracion del hexanal a derivatizar,
hasta llegar a la sefial analitica minima discernible, con una relacion sefal/ruido
(S/N) de 3:1.

Con tres veces la desviacion estandar del valor de la sefal del blanco se
establecio la menor cantidad de muestra que pudo ser detectada y diferenciada de

un blanco (Véase Ecuacion 5).

kS .,
NMD = TB Ecuacién 5

Donde Sg es la desviacion estandar del blanco, m la pendiente y k es un valor que
se elige de acuerdo con el nivel de confianza que se desee, generalmente 3.
A partir de los datos obtenidos del NMD, se calcul6 este parametro por medio de

la ecuacion:

kS .,
NMC = TB Ecuacién 6

El nivel minimo de cuantificacién se definié para un valor de k=10 [60].

2543 Evaluacion del rango dinamico lineal (RDL). El RDL y la
sensibilidad del método se calcularon empleando la curva de calibracion realizada
en el intervalo de concentraciones de 0,5 a 25 ppm. El RDL se determiné
evaluando el rango de concentraciones en que la respuesta del detector es lineal,
y se reportd como el coeficiente de correlaciéon de la curva de calibraciéon. La
sensibilidad se reportdé como la pendiente de la curva a un nivel de confianza del
95%.

2.6 PROCEDIMIENTO PARA LA OXIDACION DE LA BASE COSMETICA
2.6.1 Blanco. En un vial de 10 mL para SPME se adicionaron 1 mL de base

cosmética, 1 mL de buffer Trizma [trizma 0,25 mM, KCI 0,75 mM y dodecil sulfato

de sodio (SDS) 2 ¢g/L, pH 7,4]; esta mezcla se homogeneiz6 en un equipo
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Ultraturrax (5000-25000 rpm, Staufen, Alemania) durante 1 min. La disolucion final
se dejo en incubacién a 37+1 °C durante 12 horas. Al final de la incubacion, la
mezcla fue enfriada por 10 min en un bafio de agua/hielo; a la emulsion
simultdneamente fueron agregados 100 pL de la disolucion de BHT (antioxidante)

en metanol (2% p/v = 84,7 mM), segun se describe en el trabajo [27].

2.6.2 Muestra con BHT, vitamina E, AE o extracto (A,). Esta reaccion consistio
en prevenir la oxidacion de la muestra de desodorante. En un vial de 10 mL para
SPME se adicionaron la base cosmética (1 mL), buffer Trizma (1 mL) [trizma 0,25
mM, KCI 0,75 mM y dodecil sulfato de sodio (SDS) 2 g/L, pH 7,4], una solucién
acuosa (0,5 mL) de sulfato de hierro (0,56 g/L) y 2 mg de BHT. La mezcla se

homogeneizo de la misma manera como se realizé en el Numeral 2.6.1.

En la Tabla 7 se muestra las cantidades de AE y extractos agregados tanto de

manera individual, como en mezclas binarias AE-AE y E-E, en relacion 1:1y 2:1.

Tabla 7. Cantidades adicionadas de AE, extractos, BHT y vitamina E en las bases

cosmeéticas, en mg/g.

EXTRACTOS,
PLANTA mg/g AE, mg/g
L. origanoides, timol (LOT) 1 1
L. origanoides, carvacrol (LOC) 1 1
L. alba, carvona (LAC) 1 1
LACy LOT 11 11
LOCy LAC 1:1 1:1
LOTyLOC 11 11
LACyLOT 2:1 2:1
LOCyLAC 2:1 2:1
LOTyLOC 2:1 2:1
BHT 0,5 0,5
Vitamina E 5 5

En la Tabla 7 se muestra la relacion AE:AE y Extracto:Extracto adicionados a la
base cosmética, los dos puntos que aparecen separando los nimeros, indican la

relacion en cantidades afadidas en mg/g de AE y extracto, es decir, que una
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mezcla de LAC y LOT 2:1, significa que en proporciones hay 2 mg/g del AE o
extracto de L. alba, carvona (LAC) y 1 mg/g de AE o extracto de L. origanoides,
timol (LOT).

2.6.3 Derivatizacion del hexanal sobre la fibra y su extraccion simultanea
por HS-SPME. Este procedimiento se realizO en la fase vapor de la base
cosmética de desodorante en gel, de acuerdo con la metodologia descrita por
Stashenko y colaboradores [27]. La Unica diferencia consistiéo en que se cambio la

matriz del acido linolénico y la disolucion tampdn por la base cosmética en gel.

Primero, se saturd la fibra [poli-(dimetilsiloxano)/divinilbenceno, PDMS/DVB 65
um] con agente derivatizante, PFPH, exponiéndola a los vapores de una
disolucion acuosa de PFPH (500 ppm, 2 mL), durante 10 min a temperatura
ambiente (25°C) y con agitacion (750 rpm). De inmediato, la fibra saturada se
colocé por 40 min a la misma temperatura en el espacio de cabeza de una de las
muestras (base cosmética + buffer Trizma + FeSO, + BHT) sometida a
peroxidacion, segun los procedimientos descritos en las secciones anteriores. Una
vez derivados sobre la fibra los compuestos carbonilicos, se desorbieron
térmicamente en el puerto de inyeccién del cromatografo de gases equipado con
el detector p-ECD, durante 5 min a 250°C [15-18].

2.6.4 Determinacion de la actividad antioxidante. El hexanal, producto final
principal de la degradacion oxidativa del acido linolénico y marcador del avance
del proceso de peroxidacion [8], fue medido en fase vapor, usando la fiora SPME
(PDMS/DVB, 65 um), previamente saturada con PFPH a temperatura ambiente
durante 40 min; la extraccion-derivacion directa del hexanal sobre la fibra sucedi6
asi como se describe en los trabajos de Stashenko y colaboradores [27]. El efecto

protector de aceites esenciales y extractos se calculd, segun la Ecuacion 7:

Grado de proteccion:

[Ao—Aa

AAY = Iy 100% Ecuacion 7

-60 -



Donde:
Ao: Area del pico cromatogéfico del hexanal de la base cosmética (blanco).

Az Area del pico del hexanal en el sistema lipidico (base cosmética) con BHT,

vitamina E, AE o extracto afadido.
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3 ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCION

En la Tabla 8, se muestran las extracciones por SFE-CO;, de L. alba, quimiotipo
“carvona’. Las extracciones se realizaron inicialmente a 4 diferentes presiones,
con el fin de obtener un minimo de 10 g de extracto (Véase Tabla 8). Luego de
encontrar la presion a la cual se obtuvo la mayor cantidad de extracto de L. alba,
se procedi6 a hacer la extraccion para la obtenciéon de los extractos de L.
origanoides, quimiotipo “timol” y L. origaniodes, quimiotipo “carvacrol”’; para esto,
se partio desde las condiciones de mayor rendimiento para la L. alba (400 bar) y
se realizaron dos extracciones a 100 bares por debajo y 100 bares por encima de
la presién establecida (Tabla 8). Se obtuvieron para ambos quimiotipos de L.
origanoides rendimientos mayores que los de sus AE.

Tabla 8. Condiciones establecidas para la extraccion con fluido supercritico, para

las especies bajo estudio.

Rendimiento, Presi6on, Temperarura, Flujo Tiempo,
ESPECIE Extracto

% Bar °C g/min Horas

1 0,0 81 45 10 2
L, alba, 2 0,1 116 45 20 2
“carvona” 3 0,8 300 45 20 2

4 1,2 400 45 20 1
L. 1 3,2 300 45 30 1
origanoides, 2 2,8 400 50 30 1
“carvacrol” 3 3,6 500 50 30 1
L. 1 4,3 300 45 30 1
origanoides, 2 3,5 400 50 30 1
“timol” 3 4,1 500 50 30 1

Fuente: El autor.

En la Tabla 8 las partes sombreadas en gris, corresponden a los rendimientos

mas altos de los extractos obtenidos por SFE-CO,.
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Para la extraccion, inicialmente, se siguid la metodologia descrita por Mara [57],
pero, los rendimientos de las especies estudiadas no eran suficientes para poder
obtener una cantidad necesaria del extracto que se pudiera pesar, puesto que el
equipo no permitia alcanzar flujos de CO, bajos a las condiciones de presion y
temperaturas establecidas en el articulo, en donde se obtenia un extracto rico en
volatiles (essential extract); por ello, progresivamente se fue aumentando la
presion, manteniéndose la temperatura y el flujo constantes; esto se observa en la
Tabla 9, que, conforme se pasa del extracto 1 al extracto 3, el rendimiento de L.
alba, quimiotipo “carvona”, incrementa y, como consecuencia, se obtiene una

cantidad de extracto suficiente para pesarlo.

En la Tabla 9 se muestran los rendimientos de las plantas cosechadas en el
Centro de Investigacion de Excelencia CENIVAM; cada una de sus destilaciones
se realizd por triplicado (Véase Tabla 9). Las condiciones empleadas para la
destilacion siguieron la metodologia descrita por Stashenko y colaboradores [39].

Los rendimientos para los AE obtenidos, se hallaron dividiendo los pesos de los
AE sobre el peso del material vegetal usado, de cada una de las plantas; para los
extractos, éstos se calcularon dividiendo el peso del extracto sobre el material

previamente secado.

Tabla 9. Rendimientos de aceites esenciales obtenidos por MWHD vy extractos
aislados por SFE-CO,.

Rendimiento, %

ESPECIE
AE (n=3) Extracto 1 Extracto 2 Extracto 3
LA, “carvona” 2,21+0,09 0,1 0,8 1,2
LO, “carvacrol” 2,6%+0,5 3,2 2,8 3,6
LO, “timol” 1,7£0,22 4,3 3,5 4,1

Fuente: El autor.
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3.2ANALISIS CROMATOGRAFICO

3.2.1 Andlisis de la composicién quimica de los aceites esenciales. Los AE
fueron analizados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, GC-MS, usando parametros operacionales descritos en la Seccion 2.4 de
la Parte Experimental. En la Tabla 10 aparecen la cantidad relativa e identificacion
de los principafies componentes de los aceites esenciales de L. origanoides,

quimiotipos “timol” y “carvacrol” y de L. alba, quimiotipo “carvona”.

Tabla 10. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes de

los aceites esenciales de L. alba y L. origanoides.

Ir Cantidad relativa,%
Compuesto DBS  DBAVAX _ L. ?,rlgano‘l‘des _ L. alba ”
Timol Carvacrol” “Carvona
a-Tuyeno 925 1023 0,6 2,2 -
B-Mirceno 990 1152 2,8 3,2 0,6
a-Terpineno 1029 1164 19 3,8 -
p-Cimeno 1025 1269 8.8 18 -
Limoneno 1031 1196 0,5 0,6 24,5
y-Terpineno 1060 1240 7,0 17,3 -
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1142 1873 - - 0,9
Metil timil éter 1226 1589 3,8 2,8 -
Carvona 1260 1753 - - 30,8
Isopiperitenona 1279 1856 - - 1,6
Timol 1293 2182 47,4 4,1 0,1
Carvacrol 1304 2210 2,9 26,6 -
Eugenol 1359 2180 1,6 0,2 2,5
Acetato de carvacrilo 1370 1882 - 1,9 0,2
B-Bourboneno 1396 1528 - - 5,0
Acetato de timilo 1350 1866 8,2 - -
Eugenol 1359 2180 1,6 - 2,5
trans-B-Cariofileno 1428 1597 4.7 20,4 -
trans-B-Farneseno 1457 1669 - - 19
a-Humuleno 1464 1674 1,4 14,8 -
y-Gurjuneno 1476 1739 - - 1,3
Biciclosesquifelandreno 1498 1727 - - 20,8
Biciclogermacreno 1510 1705 - 1,5

Fuente: El autor.
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Para los dos quimiotipos de L. origanoides y para la L. alba se observa, que
poseen un contenido de sesquiterpenos oxigenados bajo (Véase Tabla 11),
caracteristica que lo hace un buen aceite para la industria cosmética, puesto que
muchos de los problemas dermatolégicos que generan productos cosmeéticos es

por causa de este tipo de moléculas [55].

Tabla 11. Cantidad relativa (%) de compuestos, clasificados por familias, en los
aceites esenciales de L. alba y L. origanoides.

Cantidad relativa,%

Familia de compuestos Siglas L. origanoides L. alba
“Timol” “Carvacrol” *“carvona”

Hidrocarburos monoterpénicos HM 11,2 39,8 34,5
Monoterpenos oxigenados MO 1,4 3,7 44,3
Hidrocarburos sesquiterpénicos HS 7,6 3,4 19,4
Sesquiterpenos oxigenados SO 0,3 0,6 1,1
Fenilpropanos FP 79,0 51,5 -
Otros compuestos oxigenados  CO 0,7 1 0,8

Fuente: El autor.

3.2.2 Analisis de la composicion quimica de los extractos SFE-CO,

3.2.2.1 Extracto de L. origanoides, quimiotipo “timol”. El analisis
cromatografico de los extractos obtenidos por SFE con CO., se llevé a cabo con la
misma metodologia que se usO para los aceites esenciales. Los resultados
obtenidos en la columna apolar hacen una aproximacion al perfil composicional de

los extractos.

En la Figura 12 aparece el perfil cromatografico tipico del extracto obtenido por
SFE-CO, de hojas, tallos e inflorescencias de L. origanoides, quimiotipo “carvona”.
En la Tabla 12 se registran los componentes mayoritarios aislados e identificados
por GC-MS, segun el orden de elucién en la columna DB-5, junto con sus indices

de retencion y cantidades relativas (%) para cada uno de los experimentos.
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Figura 12. Perfil cromatogréfico tipico del extracto de L. origanoides, quimiotipo
timol, obtenido por GC-MS (El, 70 eV) en la columna con fase estacionaria apolar
DB-5 (60 m).

La Tabla 12 y la Figura 12, muestran que fue posible identificar cuatro
compuestos, con base en sus indices de retencion experimentales comparados
con los reportados en la literatura [59], de los cuales, el componente mayoritario
fue el timol, que proporciona el olor caracteristico al extracto obtenido. En cuanto
al color marrén del extracto, éste puede deberse a sustancias tipo fendlico y
pigmentos, ademas pueden estar presentes acidos grasos o terpenoides de mas
de 15 6 20 atomos de carbono, lo que evidencia también la textura grasosa del
extracto. Por ello, sera necesario en trabajos posteriores, emplear otros métodos
instrumentales que permitan identificar este tipo de moléculas presentes en el
extracto, por ejemplo, la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS), método, con el cual no se contaba en el momento de realizar este
trabajo.
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Tabla 12. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes del

extracto obtenido por SFE-CO, de L. origanoides, quimiotipo“timol”.

N° Ir Cantidad
Pico* Compuesto Columna apolar relativa, %
1 Timol 1293 69,1

2 Acetato de timilo 1350 3,0

3 Eugenol 1359 0,7

4 trans-B-Cariofileno 1428 1,6

5 Difenil hidrofurano ND 2,2

6 Tetracoseno, Cos ND 7,1

7 Vitamina E ND 1,4

8 Hidrocarburo lineal de treinta C, Cxg ND 2,5
ND- No determinado.

* Figura 12.

Fuente: El autor.

3.2.2.2 Extracto de L. alba, quimiotipo “carvona’. El analisis

cromatografico de los extractos de esta planta, obtenidos por SFE con CO,, se

llevé a cabo con la misma metodologia que se usé para los aceites esenciales.

Los resultados obtenidos en la columna de fase estacionaria apolar (DB-5, 60m),

permiten obtener el perfil composicional del extracto.

Abundancia
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2800000
2600000 Bl 6
2400000
2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000 Bl 3

200000 bl L 2 4 5 7 8
, b, L

10
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S

T T T T T T
3000 35.00 4000 4500 50.00 55.00 60.00 65.00 7000 75.00

Figura 13. Perfil cromatografico tipico del extracto de

Tiempo

L. alba, quimiotipo

“carvona”, obtenido por GC-MS (EI, 70eV) en la columna con fase estacionaria

apolar DB-5 (60m).
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Se identificaron seis componentes de los 10 detectados, con base en sus
espectros de masas e indices de retencidén experimentales comparados con los
reportados en la literatura [59]. Los componentes mayoritarios fueron la carvona y

el bicicosesquifelandreno un sesquiterpeno (Véase Tabla 13).

Tabla 13. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes del

extracto obtenido por SFE-CO, de L. alba, quimiotipo “carvona”.

N° Compuesto Ir Cantidad
Pico* Columna apolar relativa,%
1 Carvona 1260 37,1

2 Piperitenona 1267 2,1

3 B-Bourboneno 1396 2,4

4 trans-B-Farneseno 1457 1,2

5 allo-Aromadendreno 1459 0,7

6 Biciclosesquifelandreno 1498 20,7

7 ND ND 1,2

8 3,7,11,15-tetrametil-fitol ND 0,9

9 Triacontano ND 1,8
10 Tetracontano ND 1,6
ND- No determinado

* Figura 13.

3.2.3 Seleccion del recubrimiento de la fibra y determinacion de tiempos de
equilibrio. La fibra con el recubrimiento de PDMS/DVB se escogié debido a su
alta capacidad de atrapamiento del agente derivatizante e hidrazona derivatizada;
el tiempo de saturacion escogido para la fibra fue de 40 min., segun estudios

realizados por Puertas [8] y Stashenko y colaboradores [16].

La concentracion de PFPH empleada fue de 500 ppm, porgue a mayor
concentracion de agente derivatizante, menor tiempo se deja la fibra en el espacio
de cabeza, por tanto, se logra su saturacion en un menor tiempo debido a la

mayor cantidad de moléculas en la fase vapor [17].

3.2.4 Determinacion del solvente. Se procedio a hacer seleccion del disolvente

para la disolucion de la PFPH; en trabajos de diferentes autores [8, 14] empleaban
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metanol, hexano o agua. Como muestra la Figura 14, el mejor solvente para el
presente andlisis fue el agua, puesto que la fibra en el espacio de cabeza de la
disolucidén acuosa, adsorbe una cantidad de PFPH de hasta 3 veces mayor que
cuando se usa el hexano, cuando se emplea el mismo tiempo de exposicion de la
fibra al disolvente (10 min), El agua genera también una menor interferencia,
mientras que el metanol y el hexano retienen a la PFPH, o tienen mayor afinidad
por la fibra, presentando como resultado una menor area cromatografica de 7391
y 1.2*10° cuentas de PFPH, respectivamente, comparado con el de agua, 3,5*10°

cuentas (Figura 14).

3,5*106
w
£ 40,0 7 (
o
3\ 300 v 1,2*106
% 200 17 73910 (34%)
$ 100 +~ (0,2%)
< A
0,0
Metanol Hexano Agua

Solvente

Fuente: El autor.
Figura 14. Comparacion de las areas cromatograficas (en cuentas) de la PFPH

empleando 3 diferentes disolventes. Tiempo de exposiciéon 10 min.

En la Figura 14 se observa que el metanol sélo permite que pase al espacio de

cabeza el 0.2% de PFPH, mientras que en el hexano el 34% pasa a la fase vapor.

3.2.5 Curva de calibracion. La curva de calibracion del hexanal se realizo en un
intervalo de concentraciones de 10 ppb hasta 300 ppm (Véase Tabla 14, Figuras
16 y 17), 18 mediciones de diferentes concentraciones del hexanal fueron hechas,
de las cuales se tomaron 16, porque las dos ultimas concentraciones (350 y 450
ppm) generaban la saturacion del detector debido a la sensibilidad alta del mismo.

Como consecuencia, aparece un “corte” en la parte superior del pico
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cromatografico (se encuentra fuera de la escala de sefial empleada para otras

concentraciones).

Tabla 14. Valores de éarea (cuentas) y concentracion (ppm) para la curva de

calibracion del hexanal.

Hexanal, AREA, AREA,
Hexanal, ppm

ppm cuentas cuentas
0,01 2720 80 1509641
0,07 5861 100 1714316
0,5 19165 125 1905919
1 51379 160 2033487
2,5 119210 200 2206684
4 203630 250 2356127
15 468917 300 2420776
25 729698 350 2582234
50 1159422 400 2824111

En la Figura 15, se observa un comportamiento lineal conforme se aumenta la
cantidad del hexanal adsorbido sobre la fibra, pero llega un momento en el que a
partir de la concentracion de 50 ppm la linealidad empieza a perderse (Véase
Figura 16).

Curva de calibracion de 100 ppb a 4 ppm

300000 =y = 50114x-492,1

200000 R2=0,997

100000 i ==—2S=

O T

0 1 2 3 4

z

Area, cuentas

Concentracion del hexanal, ppm

Fuente: El autor.
Figura 15. Intervalo de concentraciones de 100ppb a 4 ppm de la curva de

calibracion del hexanal, obtenida por GC-p-ECD.
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Esta pérdida de la linealidad hizo que no fuera posible determinar un rango
dindmico lineal de la totalidad de los puntos, pero si, de pequefios segmentos de
la curva, que tendrian un comportamiento lineal. Para este caso, se uso un rango
dinamico lineal (RDL) del hexanal en las concentraciones que iban desde 1 ppb

hasta 4 ppm.

>0 | |
2,0 I }
o

Area,cuentas

15 y =-34,05x2 + 17063x + 27334 —

g 10 R?=0,985 =
0,5
0,0

0 50 100 150 200 250 300

Concentracion del hexnal, ppm

Figura 16. Intervalo de concentraciones de 4-300 ppm de la curva de calibracion

del hexanal, obtenida por GC-u-ECD.

Los multiples segmentos lineales graficados, muestran un comportamiento que se
aleja de la linealidad, tal como se expone en la Figura 16. Se escogié un RDL
entre 2,5y 25 ppm, debido a que la concentracién del hexanal en las diferentes
muestras de las bases cosméticas estuvo variando dentro de un rango de areas

cromatograficas asociado a estas concentraciones (Véase Figura 16).

@ 2,5-25 ppm

o)

§ 800000,0

g 600000,0 |

@ 400000,0 y = 26235x + 75382 —
& 200000,0 F= R*>=0,995 =

0,0 ! !
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion del hexanal, ppm

Figura 17. Intervalo de concentraciones de 2,5-25 ppm de la curva de calibracion

del hexanal, obtenida por GC-u-ECD.
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En el cromatograma (Véase Figura 18), con el tiempo de retenciéon de 6 min,
aparece el pico cromatogafico correspondiente a la PFPH, y a un tiempo de 16,3
min, se observa el de la pentafludrfenilhidrazona, producto de la reaccion del
hexanal (100 ppm) con la hidracina.
Hz ]
700000 -

500000 100 ppm
] Areg 17143163

S00000 -
400000

200000 — PEPH

200000 /

100000

DE C b IUL_,L |
10

]

Hex=anal

=TE -

Fuente: El autor.
Figura 18. Cromatograma tipico obtenido mediante GC-u-ECD del derivado PFPH
del hexanal (100 ppm) en la columna con fase estacionaria apolar HP-5 (30 m).

3.2.6 Determinacion de las figuras analiticas de mérito. Para hallar el nivel
minimo de deteccion (NMD), se disminuy0d la concentracion del hexanal a
derivatizar, hasta llegar a una sefial del detector minima discernible,

correspondiente a una relacion sefal/ruido (S/N) de 3:1.

En la Tabla 15, se observa que el coeficiente de variacion, CV, no superé el 4%,
para la medicion de areas; lo que se encuentra dentro de lo recomendado por las
Buenas Précticas de Laboratorio (GLP, Good Laboratory Practice) [60] e indicando

una buena repetitividad.
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Tabla 15. Valores estadisticos encontrados en la implementacion de la
metodologia para determinar el hexanal, empleando GC-u-ECD.
FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

Area promedio (25 ppm), cuentas 771859
Varianza, cuentas 30589
Limite de confianza, 95% 76030
Coeficiente de variacion, % 4.0
Rango dinamico lineal (RDL), ppm 2,5-25
SIN 3:1
NMD, ppb 5
NMC, ppb 15
3.2.6.1 Evaluacion del RDL. El rango dindmico lineal se determind con base

en los datos obtenidos de la curva de calibracion. En la Figura 18, se muestra la
ecuacion de ese segmento de la curva de calibracién, el coeficiente de
determinacién, R? que midi®6 el ajuste de la curva para el rango de
concentraciones evaluado (2,5-25 ppm), la pendiente de la curva fue el factor de
respuesta, Ry, y la sensibilidad se reporté como la pendiente de la curva a un nivel
de confianza del 95%. El R?=0,995, para la curva de calibracién en el rango
escogido, indico un alto ajuste a los al rango lineal para el intervalo de

concentraciones escogidas.

Las figuras analiticas de meérito encontradas, muestraron que la metodologia
garantizé la medicion reproducible del hexanal 5-15 ppb; la cual, fue una
concentracion insuficiente para ser detectada por el olfato del consumidor en un
producto cosmético; en cambio, un rango de concentraciones de 4-300 ppm, fue
una cantidad suficiente para generar un olor poco agradable; ademas permitid
lograr resultados confiables para la determinacion de concentraciones del aldehido

en el rango estipulado (CV=4,0 %).
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3.30XIDACION DE LA BASE COSMETICA INDUCIDA POR IONES Fe**

A continuacion, se presentan los resultados de la medicion de la actividad
antioxidante (antirradicalaria), de los aceites y de los extractos de las plantas
estudiadas. Las cantidades tenidas en cuenta para adicionar a los aceites y los
extractos se basaron en las cantidades mostradas en la Tabla 9, las cuales se
establecieron por debajo de la dosis toxica dérmica [61].

3.3.1 Pruebas previas. Antes de iniciar la oxidacion de las bases cosméticas, se
procedid a hacer pruebas con aceite de girasol. Este se evalu6 siguiendo la misma
metodologia empleada con los AE y los extractos. Las pruebas que se llevaron a
cabo con el aceite de girasol se iniciaron sin la adicion del buffer. Pero se
comprobd que la adicion de éste fue necesaria, para controlar la reaccion y para
poder tener una cantidad del hexanal cuantificable, puesto que si se emplean las
cantidades descritas el Numeral 2.6, para el SDS, la reaccidon se desplazaba
hacia la formacién del aldehido, en cantidades que impedian su cuantificacion, ya

que el detector se saturabs.
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Fuente: El autor.
Figura 19. Perfil cromatografico de la hidrazona (PFPH) del hexanal, generado en
el aceite de girasol, oxidado por el reactivo tipo Fenton, sin la adicion de buffer,

obtenido por GC-p-ECD, en la columna con fase estacionaria apolar HP-5 (30 m).

- 74 -



Si se adicionaba el buffer al aceite de girasol, al cabo de 12 horas la reaccion
producia cantidades del hexanal medibles y que no generaban la saturacion del
detector. Lo observado puso en evidencia la utilidad de emplear el buffer para las

muestras de desodorante.
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Fuente: El autor.
Figura 20. Cromatograma de la hidrazona (PFPH) del hexanal, generado en el
aceite de girasol, oxidado por el reactivo tipo Fenton, con la adicion de buffer;

obtenido por GC-p-ECD en la columna con fase estacionaria apolar HP-5 (30 m).

3.3.2 Implementacion de la metodologia en las muestras de desodorante. La
vitamina E y BHT se adicionaron al desodorante en concentraciones de 5 mg/g y
0,5 mg/g, respectivamente. Estas cantidades son tipicas y se emplean en la
industria para proporcionar un efecto protector (antioxidante) a los productos

cosmeéticos.

3.3.2.1 Aceites en desodorante. Los aceites de L. origanoides, quimiotipos
“timol” y “carvacrol”, tienen un efecto antioxidante superior al del BHT e inferior al
de la vitamina E (Véase Tabla 21). En trabajos realizado por Salgar [62], el autor

muestra que en los aceites estudiados, las AAO que obtuvieron para los AE son
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inferiores a las de las sustancias antioxidantes empleadas (vitamina E y BHT) y
solo en el orégano comun, romero y el cilantro se observaron AAO similares a las

del presente estudio.

Tabla 16. Determinacién de la actividad antioxidante (antirradicalaria) de los

aceites esenciales y las mezclas de las especies vegetales estudiadas.

MUESTRA AAO, % (nia) CV% Hexanal, ppm (niB) CV%
Blanco 111 4.4 3.9
LOT (timol) 84 1.1 1,3 8,0 0,3 3,8
LOC (carvacrol) 84 1,3 1,5 7,6 0,5 6,3
LAC (carvona) 74 1,3 1,8 14,3 0,2 1,6
LAC:LOT 1:1 86,3 0,6 0,7 6,2 0,1 1,5
LAC:LOT 2:1 85 31 3.6 7 1,7 23,7
LOC:LAC 1:1 85 1,7 2.0 6.8 0,8 11,5
LOC:LAC 2:1 91 4.6 5.0 3 2.8 2,5
LOT:LOC 1:1 88 23 26 5 1,2 22,2
LOT:LOC 2:1 86 2.6 3.0 6 1,4 22,7
BHT(0,5 mg/g) 75 5.7 7.5 91 0,4 3,9
VIT E (5 mg/g) 87 2.0 23 5,3 0,4 8,0

En la Tabla 16 se puede apreciar que los AE adicionados al desodorante de
manera individual, exhibieron una alta AAO que superé a la del BHT, aunque no
alcanzo la AAO de la vitamina E. No todos los desodorantes modificados con
mezclas de AE mostraron un efecto aditivo puesto que sus AAO en mezcla
alcanzaron a estar en el mismo rango de variacion que los aceites individuales. En
la Tabla 16 (columna del hexanal), la concentracion mas alta del hexanal fue en la
muestra desodorante con L. alba (14,3 ppm), correspondiente a una AAO de
74,0%. La cantidad del hexanal de la primera fila (111 ppm) corresponde a la
reaccion llevada a cabo sin la adicion de algun tipo de antioxidante (blanco).
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El desodorante con la mezcla 2:1 de AE de L. origanoides, quimiotipo “carvacrol” y
L. alba, quimiotipo “carvona”, afadida exhibié una AAO del 91%. De todas las
mezclas presentes en la Tabla 16, ésta es la Unica que se amerita agregar para
someterla luego a un analisis antibacteriano, ya que la L. alba aumenta un 10% la
AAO. Las otras AAO de las mezclas, se encuentran dentro del rango del
coeficiente de variacion de los aceites adicionados individualmente. La cantidad de

AE adicionado se puede ver en la Tabla 22 (Anexo 3).

El desodorante con la mezcla de L. alba y L. origanoides, quimitoipo “carvacrol”,
1:1, exhibe una AAO (85,3%), sin descubrir ningun efecto aditivo, ya que es como
si s6lo se hubiera adicionado el AE del quimiotipo “carvacrol”.

La baja actividad antioxidante (antirradicalaria) del desodorante con LAC, se debe
probablemente al alto contenido en monoterpenos oxigenados e hidrocarburos
monoterpénicos y el contenido bajo de fenilpropanos, que son principales
responsables de la actividad antioxidante alta en LOT y LOC [18].

En las diferentes reacciones de oxidacion en el desodorante, al cual se afiadieron
aceites o extractos, fue tipico encontrar que la formacion del hexanal era baja
(Figura 21, B). En el blanco (Figura 21, A) se observa la aparicion de otros picos
gue corresponden a aldehidos derivados de la peroxidaciéon; esto sucede porque
se encuentran en la mezcla otros lipidos que hacen parte de la composicion
(Véase Tabla 3). Por ejemplo, cuando se adiciona el aceite esencial o el extracto,
hubo un efecto protector no sélo para el acido linoleico, sino también para otros

acidos grasos.
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Figura 21. A. Muestra del desodorante oxidado en la presencia del reactivo
Fenton, sin adicion de aceites esenciales. B. Muestra del desodorante con adicion
de LOC: LAC, en proporcion de 2:1. GC-y-ECD en la columna con fase

estacionaria apolar HP-5 (30 m).

En el cromatograma (Figura 21 B) se puede observar que el efecto inhibidor de la
formacion de aldehidos, no sélo es para el hexanal, ya que se obtiene toda una
familia de aldehidos que se generan en diferentes cantidades (Figuras 5y 6).
Comparando la Figura 21A, con la 21B, se puede apreciar la reduccion de los
aldehidos presentes en la base cosmética, para el hexanal se observa una

reduccion del 91%, lo que indica un efecto antioxidante de los AE alto.

3.3.2.2 Extractos en desodorante.
El desodorante con la LAC (Tabla 17), exhibié la concentracion mas alta del

hexanal formado en la bases cosmética modificada (19 ppm), y las mezclas de
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LAC:LOT (1:1) y LOC:LAC (2:1), las que presentaron la menor concentracion del
hexanal, por lo tanto, una AAO (antirradicalaria) alta (92%).

Tabla 17. Determinacion de la actividad antioxidante (antirradicalaria) de la base

cosmeética con los extractos SFE-CO, de las especies evaluadas.

MUESTRA AAO, % (njB) CV% Hexanal, ppm (niS) CV%
Blanco 111 4,4 3,9
LOT 87 2,42 2,79 6 1,76 27,92
LOC 86 1,38 1,60 6,6 0,83 12,71
LAC 69 2,6 3,8 19 1,6 8,5
LAC:LOT 1:1 92 1,4 1,5 2,8 0,9 31,7
LAC:LOT 2:1 89 1,8 2,0 5 1,1 25,3
LOC:LAC 1:1 80,2 0,8 1,0 10,7 0,4 3,9
LOC:LAC 2:1 92 1,5 1,7 3 1,0 7,0
LOT:LOC 1:1 86 1,7 2,0 7 11 15,7
LOT:LOC 2:1 89 1,0 11 4,5 0,8 17,4
BHT (0,5 g/kg) 75 5,7 7,5 9,1 0,4 3,9
VIT E (5 g/kg) 87 2,0 2,3 5,3 0,4 8,0

Nuevamente, se observa que en las mezclas de desodorante con L. alba, a
excepcion de la mezcla con L. origanoides, quimiotipo “carvacrol” (LAC:LOT, 1:1),
se presenta un efecto aditivo en la actividad antioxidante. Este resultado es
interesante porque las mezclas con estas plantas resultan ser una potencial

combinacion de antioxidante-antibacteriano para bases cosméticas.

Las mezclas que ameritan ser ensayadas en el test desafio microbiolégico son
LAC:LOT, 1:1; LOC:LAC 2:1; y LOT:LOC, 2:1, ya que son las mezclas que

exhibieron una AAO mayor que las de las demas. Ademas, se aprecia que los
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extractos en mezclas binarias poseian una AAO mas alta que la de los extractos

adicionados de manera individual.
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Figura 22. A. Muestra de desodorante oxidado en presencia del reactivo Fenton,
sin adicion de aceites esenciales. B. Muestra de desodorante oxidado en
presencia del reactivo Fenton, con adicion de la mezcla de extractos de LAC: LOT,
en proporcion de 1:1. GC-u-ECD en la columna con fase estacionaria apolar HP-5
(30 m).

Al comparar los dos cromatogramas de la Figura 22, se observa que, al igual que
en la Figura 21, también se pone de manifiesto el efecto reductor de la formacién
del hexanal en el 91,7%, asi como para otros aldehidos volatiles. Esta actividad
antioxidante alta, puede atribuirse a la presencia de moléculas de tipo flavonoide
como también un alto contenido de timol (69,1%) en el extracto de L. origanoides,
quimiotipo “timol” obtenido por SFE-CO,. Comparando la AAO de la mezcla de
LAC:LOT, con las AAO de los extractos de LAC y LOT adicionados de manera
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individual, se aprecia un efecto aditivo en el que la L. origanoides, quimiotipo
“timol”, aumenta en un 5% su AAO y la L. alba, quimiotipo “carvona”, en un 32%
(Véase Tabla 17).

AAOde AEYE

100,0 91,7 91,0 919

89,2

89,3

87,5 85,7 86,8

90,0 86, 84, 85,3
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LOT LOC LAC LAC:LOT LAC:LOT LOC:LAC LOC:LAC LOT:LOC LOT:LOC BHT(0,5 VITE(5
1:1 2:1 1:1 2:1 1:1 2:1 g/kg) g/kg)

W ACEITES EXTRACTOS

Fuente: El autor.
Figura 23. Cuadro comparativo de la actividad antioxidante de aceites esenciales
y extractos adicionados a la base cosmeética del desodorante de manera individual

y en mezclas binarias.

En la Figura 23 se aprecia que la AAO de los extractos fue mas alta que la de los
AE, probablemente, porque los extractos tienen una mayor cantidad de sustancias
antioxidantes, que la presente en los aceites obtenidos por destilacion.
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Los valores de AAO tan altos, comparados con los obtenidos en los trabajos de
Puertas, M. [8] y Salgar, W. [62], se deben a que no sélo la mezcla de los aceites
0 extractos generan un aumento de la actividad antioxidante (antirradicalaria), sino
que, posiblemente, la matriz —que es diferente a la de los otros trabajos—,
también influye sobre el aumento de la accion antirradicalaria, puesto que ofrece

menos interferencia, lo que permite a los antioxidantes ejercer un mayor efecto.

La reaccion tipo Fenton permitio acelerar la oxidacion de la base cosmética, y
apreciar en unas horas el proceso de oxidacion que le sucede en un producto
cosmético durante varios meses, gracias a la adicion de sulfato de hierro y un
tampdn que facilita la reaccién de oxidacion [4]. Para ello, se cuantificé el hexanal
liberado cuando el desodorante sin aceite o extracto, se comparé con el
desodorante que contenia un aceite o un extracto, de modo individual o en

mezclas (Véase Figura 22 A).

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante (antirradicalaria) muestran
gue el empleo de AE y extractos de las plantas de L. alba, quimiotipo “carvona” y
L. origanoides, quimiotipos “timol” y “carvacrol” son promisorios, ya que hubo una
reduccion de ca. 10 veces en la produccion del hexanal y, ademas, la actividad
super6 en muchos casos a la de los antioxidantes comerciales empleados (BHT y
Vitamina E). Por lo tanto, es Gtil para la industria cosmética emplear estos aceites
y extractos, como ingredientes cosmeéticos naturales y producidos ademas en

Colombia, para lograr un efecto antioxidante y antibacteriano.
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4 CONCLUSIONES

1. Se determinaron las condiciones operacionales en las cuales se obtiene la
mayor cantidad de los extractos por SFE, ricos en antioxidantes, a saber:

presion - 400 bar, temperatura - 318 °K, flujo - 20 g/min y 1 h de extraccion.

2. Se determinaron las figuras analiticas de merito y establecieron los
parametros instrumentales adecuados para la cuantificacion del hexanal,
producto volatil final de la peroxidacion lipidica. Se implement6 el método
para determinar la cantidad del hexanal y evaluar la actividad antioxidante
(antirradicalaria) en muestras cosméticas de tipo gel-crema, empleando el
método headspace-SPME con derivacion simultanea con la PFPH,
directamente sobre la fibora de PDMS/DVB (65 um). El producto de la
reaccion de derivacion (Cg-PFPH), se cuantificO mediante cromatografia de
gases con detector de microcaptura de electrones (GC-u-ECD). El nivel
minimo de deteccién,NMD, para este aldehido fue de 5 ppb.

3. Usando el método headspace-SPME con derivacion del aldehido con la
PFPH directamente sobre la fibra, se evalu6 el efecto protector
(antirradicalario) in-vitro de los aceites esenciales y extractos de L.
origanoides, quimiotipos “timol” y “carvacrol”, L. alba, quimiotipo “carvona” y
de los antioxidantes de uso comercial BHT y vitamina E, contra la

degradacion oxidativa de una base de desodorante en gel tipo roll-on.

4. Los aceites esenciales y extractos de ambos quimiotipos L. origanoides,
exhibieron una AAO mayor que la del BHT y vitamina E. Esto los convierte
en buenos ingredientes naturales para bases cosméticas. Todos los aceites
estudiados presentaron niveles de proteccion antirradicalaria altos (74,-
84%). Los extractos de ambos quimiotipos de L. origanoides exhibieron un

efecto protector de ca. 86%.
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5. Se evaluo el efecto protector antirradicalario de mezclas binarias de aceites
esenciales AE;:AE, y extractos Ei:E, en el proceso de peroxidacion
lipidica de una base cosmética de desodorante en gel tipo roll-on, inducida
por el reactivo Fenton. Las mezclas binarias de LOC: LAC 2:1, LOT: LOC
1.1 y LOT: LOC 2:1 de aceites esenciales y las de LOC: LAC, 2:1; LOT:
LOC, 2:1; LAC: LOT, 1:1 y LACLOT, 2:1 de extractos presentaron un efecto
aditivo que super6 la AAO del BHT y de la vitamina E. Estas mezclas
también son interesantes como ingredientes cosmeéticos, y podrian
registrarse en el Handbook of International Nomenclature of Cosmetic
Ingredients (INCI), como agentes anti-radicalarios con actividad in vitro

demostrada.

6. Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante (antirradicalaria) de
los desodorantes con adicion de aceites 0 extractos, muestran que su
empleo en la base cosmética en forma simple o como mezclas binarias, es
prometedora, ya que generan una reduccion del hexanal de ca. 10 veces y,
ademas, estos valores superaron, en muchos casos, a los de los
antioxidantes comerciales empleados —BHT, vitamina E—. Por lo tanto,
seria interesante que la industria cosmética los empleara, con el fin de

lograr efectos antioxidante y antibacteriano.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar mas ensayos con extractos y aceites con el fin de

encontrar su proporcion con una maxima eficacia.

2. Extender este estudio no sélo a estas plantas aromaticas nativas, sino a
otras especies endémicas de la zona, con el fin de encontrar nuevos y

eficaces ingredientes cosméticos promisorios.

3. Obtener extractos glicdlicos o hidroglicolicos de L. alba, quimiotipo
“carvona’ y L. origanoides, quimiotipos “timol” y “carvacrol”, para mejor una

mejor dosificacion de los extractos en la base cosmética.

4. Desarrollar una metodologia por cromatografia liquida de alta eficiencia,
para determinar acidos fendlicos, taninos, entre otras sustancias, o
desarrollar una metodologia por LC-MS, para lograr una identificacion de
los componentes no volatiles presentes en los extractos obtenidos por SFE-
CO..
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ANEXO A. Datos adicionales de la busqueda cienciométrica.
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Tabla 18. Analisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus, Periodo de
observacion: de 2001 -2008. Fecha de consulta: 27/06/2.008. Ecuacion de
basqueda: TITLE-ABS-KEY (deodorant dermatitis plant extract)

Pais Afio Revista Area Autor

EE.UU 2008 (4) Contact Dermatitis (29) Medicine (65) Beaudet, A.L. (2)

(35) 2007 (8) International Journal of Pharmacology, Basch, E. (2)

Francia 2006 (15) Aromatherapy (6) Toxicology and Mizgerd, J.P. (2)

UK 2005 (15) Berufs Dermatosen (5) Pharmaceutics (50) Hammer, K.A. (2)

Alemania 2004 (12) British  Journal  of Immunology and De Groot, A.C. (3)
2003 (9) Dermatology (4) Microbiology (38) Grzywa, Z. (5)
2002 (12) Acta Dermato Agricultural and Rudzki, E. (5)

Venereologica (3) Biological

Sciences (16)
Biochemistry,
Genetics and
Molecular
Biology (12)

Revistas

NUmero de articulos

M plant extract in cosmetics

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

Figura 24. Analisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus. Periodo de
observacion: de 2001 -2007. Fecha de consulta: 27/06/2.008. Ecuacion de
basqueda: TITLE-ABS-KEY (plant extract in cosmetics).
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Revistas

N° de articulos

M Essential oil in cosmetics

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

Figura 25. Analisis cienciométrico. Base de datos: Scopus. Periodo de
observacion: de 2001 -2007. Fecha de consulta: 27/06/2.008. Ecuacion de

busqueda: TITLE-ABS-KEY (essential oil in cosmetics)

No Articulos

mAE

BE

Area

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

Figura 26. Analisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus. busqueda por area.
Periodo de observacion: 1999-2010Fecha de consulta: 4/06/2.010. Ecuaciones de
basqueda: TITLE ABS KEY (essential oil in cosmetics) y TITLE-ABS-KEY
(plant extract in cosmetics).
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No Articulos

Area

Fuente: Base de Datos. Scopus (Elsevier, B.V., 2010)

Figura 27. Analisis cienciométrico. Base de Datos: Scopus. busqueda: por area.
Periddo de observacion: 1999-2010 Fecha de consulta: 4/06/2.010. Ecuaciones
de busqueda: TITLE ABS KEY (essential oil in deodorants) y TITLE-ABS-

KEY (plant extract in deodorants).
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ANEXO B. Ficha cosmeética de la vitamina F
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Essential fatty acids and -esters

Description:

So called "Vitamin F"is a high quality
complex consisting of several unsatura-
ted fatty acids particularly lincleic acid
and linolenic acid.

Application:

For dry, rough and chapped
skin, dry hair and Seborrhoea
sicca. Makes skin and hair
smooth and pliable. Also
suitable for healthy skin

as a preventative.

General:

The essential, unsaturated fatty acids
used to be classified as so- called
"Vitamin F". Actually these fatty acids are
no more considered as Vitamins, but they
are well-established in cosmetic forthe
care of dry and scaling skin and dry hair.

Although all Cosmetochem "Vitamin F"
products contain an antioxidant (Oxynex
2004 (Merck)), the products have to be
protected from exposure to air. Filling is
done under Nitrogen to prevent oxidation
and the products are therefore protected
until opening. Once opened the products
should be used as quickly as possible or
refilled with Nitrogen before resealing.

Supplied as:

"Vitamin F" oil soluble
"Vitamin F" water soluble
"Vitamin F" Glycery! ester

Packing:

PE-cans  containing
PE-drums containing
Steeldrum containing

25 kg
100 kg
100 kg

cesmetechem
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Examples for application:

Shampoo for dry hair Foot-Spray
COS-K.10.3.1 COS-K.10.3.3
Item %  Material tem %  Material

1 48,0 Sodium-Laureth-Sulphate (28 %) 11,8 VITAMIN F OIL SOLUBLE
2 20  VITAMINFWATER SCLUBLE 2 10 DEC-USNATE

3 40 GONDIPON a o S

4 6,0 Lamepon S ' 4

5 05 LIPOCCNSERVCOS 4 40 Feriine

3 0,5 Perfume 5 05 Menthol

7 39,0 Water 6 43,7 Alcohol

{NaCl) 7 50,0 Propellent
100,0 100,0

Hair-Care-Emulsion Skin-Mask
COS-K.10.3.2 COsS-K.10.3.4
ltem %  Material ltem %  Material

1 80 CONDIQUAT NW 130 EMULSIFIER B-6

2 1,5 VITAMIN-F-GLYCERYL ESTER 220 VITAMIN-F-GLYCERYL ESTER

3 1,0 Eumulgin B-1 31,0 CARROT OIL COS

4 3,0 Emulgade F special 4 2,0 AVOCADOQ QILCOS

5 1,5 JOJOBA QIL COS 51,5 Cetyl alcohol

6 04 LIPOCONSERV COS 605 LIPOCONSERV COS

7473 Water

7 82,5 Water 825 NATIV-COLLAGEN PUR COS

8 20 HERBASOL COMPLEX E 902 Perfume

9 0,1 Perfume 1040,0 Kaolin

100,0 100,0
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“Vitamin F" oil soluble
Free highly unsaturated fatty acids

in high concentration

Use:

Skin creams, face masks, skin oils,

hair-lotions etc.

Solubility:

Soluble in ails, fats, ethanol, iso-

propanol.
Insoluble in Water

Soluble in limited amounts in aqueous
alcohol with higher percentage of

alcohol:

Dosage:abt. 0,5-2,5 %

Aspect:

Light yellow oil or turbid liquid with

characteristic smell.

Typical analytical data:

"Vitamin F" water soluble

Free, highly unsaturated fatty acids so-
lubilised by use of hon-ionic surfactant.
Activity.

Use:
Shampoos, bath-preparations,
hair lotions etc.

Solubility:

Soluble in water, alcohol and surfactans

Dosage: abt. 1-5%

Aspect:
Yellow oil with mild characteristic odour.

Typical analytical data:

Unsaturated Fatty Acids: | abt. 88 % Density: 1,082 - 1,092

Saturated Fatty Acids: abt. 12 % Refractive Index: 1,467 - 1,472

Density: 0,897 - 0,907 ||| pH-value (1:10inHyQ): | 45 -6,

Refractive Index: 1,468 - 1,474 ||| Acid value: abt. 12 - 14

Cloud point: abt. 20°C lodine value: abt. 12 - 14

lodine value: 170 - 190

Acid value: 195 - 210

Customs-tariff-No.: Customs-tariff-Nr.:

2816.1500 S099 3402.9000 5099
CTFA-Denomination: CTFA-Denomination:

Linolic Acid (and)
Linolenic Acid (and)
Oleic Acid (and)
Palmitinic Acid
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Polysorbate 20 (and)
Linolic Acid (and)
Linolenic Acid (and)
Oleic Acid {(and)
Palmitinic Acid




"Vitamin F" Glyceryl ester

Glyceryl esters of highly unsaturated
fatty acids. :

Use:
Skin creams, skin oils, skin emulsions,

particularly for dry and rough skin.

Solublility:
Soluble in oils, fats, hydrocarbons etc.

Dosage: abt. 2-5%

Aspect:
Yellowish oil with very mild odour.

Typical analytical data:

Density: 0910 - 0,920
Refractive Index: 1,472 -1,477
lodine value: 120 - 135
Saponification value: 185 - 198

Customs-tariff-No.:
2916.1500 S099

CTFA-Denomination:

Linolic Acid Triglycerides (and)
Linolenic Acid Triglycerides (and)
Oieic Acid Triglycerides (and)
Palmitinic Acid Triglycerides

“his information is true and accurate to the best of our knowledge, but all recommendations
r suggestions are made without guarantee since the conditions of use are beyond our control.
osmetochem disclaims any liability incurred in connection with these suggestions.

B 'COSMETOCHEM AG " Riedstrasse? o CH-6330 Cham o Switzerland -
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ANEXO C. Cromatogramas de aceites esenciales y sus extractos y cantidades
adicionadas a la base cosmeética.
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Lippia origanoides, quimiotipo “timol”

Tabla 19. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes del

aceite esencial de Lippia origanoides, aislados por MWHD.

N° I Cantidad relativa,
_ Compuesto %

Pico* DB-5 DB-WAX

1 trans-2-Hexenal 848 1213 0,2
2 a-Tujeno 925 1023 0,6
3 a-Pineno 934 1028 0,2
4 3-Octenol 974 1448 0,2
5 B-Mirceno 990 1152 2,8
6 a-Felandreno 1010 1158 0,3
7 A3-Careno 1013 N.I. 0,2
8 a-Terpineno 1019 1164 19
9 p-Cimeno** 1025 1269 8,8
10 Limoneno 1031 1196 0,5
11 B-Felandreno 1033 1165 0,4
12 1,8-Cineol 1035 1223 0,4
13 trans-B-Ocimeno 1049 1251 0,2
14 y-Terpineno 1060 1240 7,0
15 cis-Hidrato de sabineno 1071 1550 0,2
16 Terpinoleno 1091 1280 0,3
17 6,7-Epoxido de mirceno 1096 1324 0,5
18 Linalol 1102 1543 0,5
19 Umbellulona 1226 1662 0,7
20 Metil timil éter 1226 1589 3,8
21 Timol** 1293 2182 47,4
22 Carvacrol 1304 2210 2,9
23 3-Metil-4-isopropilfenol 1308 NLI. 0,1
24 Acetato de timilo 1350 1866 8,2
25 Eugenol 1359 NLI. 1,6
26 a-Copaeno 1384 1493 0,1
27 cis-a-Bergamoteno 1410 NI 0,1
28 trans-B-Cariofileno** 1428 1597 4,7
29 a-Cedreno 1430 1598 0,3
30 trans-a-Bergamoteno 1440 1594 0,3

w
s

a-Humuleno 1464 1674 1.4
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Tabla 19, continuacion.

32 trans-Cadina-1(6),4-dieno
33 y-Muuruleno

34 ar-Curcumeno

35 Germacreno D

36 a-Muuruleno

37 B-Bisaboleno

38 y-Cadineno

39 0-Cadineno

40 trans-Calameneno
41 cis-Calameneno

42 Oxido de cariofileno
43 Epo6xido de humuleno |l

1481
1486
1488
1492
1508
1516
1521
1530
1534
1537
1591
1621

N.I.
1698
1775
1710
1784
1745
1786
1788
1833
1843
2006
2060

0,3
0,3
0,7
0,1
0,1
0,3
0,8
0,3
0,1
0,1
0,1
0,2

Familia de compuestos

Cantidad relativa,
%

Hidrocarburos monoterpénicos
Monoterpenos oxigenados
Hidrocarburos sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados
Fenilpropanos
Otroscompuestos oxigenados

11,2
1,4
7,6
0,3
79
0,7

* Figura 28.

**Pico mayoritario

N.I. No identificado.

tr Detectado en trazas.
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Abundancia

00000

3000000
250000
20000
1500000

1000000

p-Cimeno

y-Terpineno

.

Timal

Acetato de timilo

trans-p-Cariofileno

4 T
1500

Fuente: El autor.

=

Tiempo

Figura 28. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de Lippia origanoides,

quimiotipo “timol”. GC-MS en la columna con fase estacionaria apolar HP-5 (30 m).
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Lippia origanoides, quimiotipo “carvacrol”

Tabla 20. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes del

aceite esencial de Lippia origanoides.

_ No- Compuestos ki Cantidad relativa, %
Pico* DB-5 DB-WAX
1 a-Tuyeno 924 1026 2,2
2 a-Pineno 933 1022 0,6
3 Canfeno 952 1065 0,2
4 1-Octen-3-ol 979 1451 0,1
5 B-Pineno 981 1108 0,2
6 B-Mirceno 991 1165 3,2
7 a-Felandreno 1010 1166 0,7
8 Ci0H1s 1012 1148 0,2
9 a-Terpineno 1022 1181 3,8
10 p-Cimeno 1033 1274 18,0
11 Limoneno 1035 1200 0,6
12 B-Felandreno 1039 1212 1,7
Eucalipto(1,8-Cineol) 1039 1212
13 trans-B-Ocimeno 1048 1253 0,6
14 y-Terpineno 1066 1250 17,3
15 trans-4-Tuyanol 1075 1559 0,5
16 a-Terpinoleno 1089 1286 0,2
17 Linalool 1100 1553 0,2
18 Terpinen-4-ol 1188 1611 0,7
19 Umbelulona 1192 1650 0,3
20 Metil timiléter 1232 1597 2,8
21 Metil carvacril éter 1241 1608 0,2
2-Isopropil-4-metilfenol 03
22 (Isémero del timol) 1281 2173 ’
23 Timol 1293 2192 4,1
24 Carvacrol** 1308 2224 26,6
25 iso-Ascaridol 1321 0,2
26 Acetato de timilo 1350 1860 0,5
27 Eugenol 1359 2180 0,2



28 Acetato de carvacrilo 1370 1882 1,9
29 trans-B-Cariofileno 1435 1606 20,4
Tabla 20, continuacion.

30 trans-a-Bergamoteno 1441 1591 0,2

31 a-Humuleno 1471 1680 14,8

32 2,5-Dimetoxiacetofenona 1478 0,9

33 B-Bisaboleno 1514 1736 0,5

34 C15H260,N.1. 1542 - 0,1

35 trans-a-Bisaboleno 1546 1766 0,1

36 Oxido de cariofileno 1599 2006 0,3

37 Epéxido de humuleno 1628 2064 0,1
Familia de compuestos Cantidad relativa, %
Hidrocarburos monoterpénicos 39,8
Monoterpenos oxigenados 3,7
Hidrocarburos sesquiterpénicos 3,4
Sesquiterpenos oxigenados 0,6
Fenilpropanoides 51,5
Otros compuestos oxigenados 1

* Figura 29.

**Pico mayoritario

N.l. No identificado.

tr Detectado en trazas.

::: P tranZ—B—Carioﬁleno

Fuente: El autor.

Tiempo

Figura 29. Perfil cromatografico tipico del aceite esencial de Lippia origanoides,

quimiotipo “Carvacrol”. GC-MS. Columna con fase estacionaria apolar HP-5 (30

m).
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Lippia alba, quimiotipo “carvona”

Tabla 21. Cantidad relativa (%) e identificacion de los principales componentes del

aceite esencial de Lippia alba, aislado por MWHD.

N© Ik Cantidad
Compuesto
Pico* DB-5 DB-WAX relativa, %
1 a-Pineno 939 1018 0,2
2 Canfeno 954 1061 0,1
3 B-Mirceno 991 1163 0,6
4 1,3,8-p-Mentatrieno 1009 1214 0,1
5 Limoneno 1038 1200 24,5
6 trans-B-Ocimeno 1048 1251 0,6
7 Linalool 1101 1547 0,6
8 trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1127 1634 0,3
9 cis-Oxido de limoneno 1138 1451 0,2
10 cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1142 1873 0,9
11 Borneol 1181 1713 0,1
12 cis-Dihidrocarvona 1204 1618 0,1
13 trans-Dihidrocarvona 1211 1639 0,3
14 Etilcumeno 1229 1998 0,3
15 trans-Carveol 1231 1842 0,2
16 Carvona 1260 1753 30,8
17 Piperitona 1267 1743 0,4
18 Isopiperitenona 1279 1856 1,6
19 trans-Oxido de carvona 1284 1809 0,2
20 Timol 1293 2186 0,1
21 trans-Acetato de carvilo 1337 1706 0,9
22 Piperitenona 1351 1945 0,1
23 Eugenol 1359 2177 2,5
24 a-Copaeno 1388 1500 0,3
25 B-Bourboneno 1396 1528 5,0
26 B-Elemeno 1399 1598 0,3
27 B-Cedreno 1433 1586 0,6
28 trans-B-Cariofileno 1436 1610 0,6
29 B-Copaeno 1445 1691 0,7
30 trans-B-Farneseno 1457 1669 1,9
31 allo-Aromadendreno 1459 1661 0,3
32 y-Gurjuneno 1476 1739 1,3
33 y-Muuroleno 1484 1701 0,4
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Tabla 21, continuacion.

34 GermacrenoD 1488 1654 0,3
35 Biciclosesquifelandreno 1498 1727 20,8
36 Biciclogermacreno 1510 1705 15
37 Cubebol 1528 1955 0,7
38 GermacrenoD-4-ol 1590 2066 0,5
39 N.I. 1700 2381 0,2
Familia de compuestos Cantidad relativa, %
Hidrocarburos monoterpénicos 34,5
Monoterpenos oxigenados 44,3
Hldroc.arbu,ro_s 19.4
sesquiterpénicos
Sesquiterpenos oxigenados 1,07
Otros 0,79

* Figura 30.

**pico mayoritario

N.l. No identificado.

tr Detectado en trazas.

Abundancia

6500000 - .
Biciclosesquifelandreno
000
000 Limoneno

5000 1 Carvona

45000 4
000000 1
w0000
000000
2500000 1 B-Bourboneno
2000000 1 o
Isopiperitenona
1500000

1000000 o
B Y T Y PO T J d MlMMJM
20.00 200 %600 bid

‘ Tiempo

T T T BT T D ST
Fuente: El autor.

Figura 30. Perfil cromatogréafico tipico del aceite esencial de Lippia alba,
quimiotipo “Carvona”. Mediante GC-MS. Columna apolar con fase estacionaria
HP-5 (30 m).
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Tabla 22. Cantidades adicionadas (mg/g) de aceites esenciales de manera

individual y en mezclas, al desodorante en gel.

LOT 2,8 2,4 2,6 0,28 10,9
LOC 1,2 0,9 1,0 0,18 17,8
LAC 2,3 2,5 2,4 0,15 6,3
LAC:LOT11 | 2,10 2,07 | 2,11 | 1,99 21| 203|(001/|006| 03 | 2,8
LAC:LOT21 |2,04(09 | 2,10| 1,03 2,1 097|004 009 20 | 95
LOC:LAC11 | 1,14 1,08 | 1,08| 1,05 11| 1,07|,0,04 |0,02| 3,8 | 2,0
LOC:LAC21 | 250 134|245 1,23 25| 1,29(/004 008| 14 | 6,1
LOT:LOC11 13| 12| 11 1,0 1,2 1,1/0,15 /0,10 | 124 | 9.1
LOT:LOC21 |2,04|0,90| 2,05| 1,02 2,1 09001008 03 | 88

Fuente: El autor.

Tabla 23. Cantidades adicionadas (mg/g) de extracto de manera individual y en

mezclas binarias al desodorante en gel.

LOT 1,17 1,20 1,19 0,02 1,8
LOC 3,90 4,03 3,97 0,09 2,3
LAC 2,44 2,46 2,45 0,01 0,6
LAC:LOT11 |192| 210|201 203| 1,97|2,07|0,06|0,05| 3,2 2,4
LAC:LOT21 |2,09(1,03|2,00|1,02| 2,05|1,03|/0,06|0,01| 3,1 0,7
LOC:LAC11 11| 12| 10 11 11| 1,2/0,11 0,12 | 10,7 | 10,5
LOC:LAC21 |3,98(2,10|4,02|199| 4,00|2,05|0,03|0,08| 0,7 3,8
LOT:LOC11 | 1,00(100|1,09|1,02| 1,05|1,01|0,06 0,01/ 6,1 14
LOT:LOC21 | 2,09 1,03|205|1,02| 207|103(0,03|0,01| 14 0,7

Fuente: El El autor.

-111 -




	INTRODUCCIÓN
	1 ANTECEDENTES
	1.1 CONTEXTO GENERAL
	1.1.1 Publicaciones de artículos.
	1.1.2 Publicaciones de patentes
	1.2 MARCO TEÓRICO
	1.2.1 Definición de productos cosméticos
	1.2.2 Definición de desodorante
	1.2.3 Composición típica de los desodorantes
	1.2.4 Microorganismos en productos naturales
	1.2.5 Antioxidantes
	1.2.6 Actividad antibacteriana y antioxidante de plantas
	1.2.7 Plantas con propiedades antibacterianas y antioxidantes
	1.2.8 Quimiotipos
	1.2.9 Lippia alba
	1.2.11 Técnicas de extracción
	2 PARTE EXPERIMENTAL
	2.1REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS MENORES
	2.1.1 Reactivos y solventes.
	2.1.2 Materiales
	2.1.3 Material de vidrio
	2.1.4 Gases especiales
	2.1.5 Equipos menores e instrumentos analíticos
	2.2 RECOLECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL
	2.3 PROCEDIMIENTOS DE DESTILACIÓN Y EXTRACCIÓN
	2.3.1 Obtención de los aceites esenciales por el método MWHD
	2.3.2 Obtención de extractos por el método SFE
	2.4ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO
	2.4.1 Preparación de muestras para el análisis por GC-MS
	2.4.2 Análisis de las muestras por GC-MS.
	2.4.3 Cromatografía de gases en la columna con fase estacionaria apolar
	2.4.4 Cromatografía de gases en columnas con fase estacionaria polar
	2.4.5 Identificación de componentes
	2.5 CURVA DE CALIBRACIÓN PARA DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS.
	2.5.1 Selección de recubrimiento de la fibra para SPME
	2.5.2 Selección de disolventes
	2.5.3 Preparación de la hidrazona
	2.5.4 Estudio de repetitividad, niveles mínimos de cuantificación y detección.
	2.6 PROCEDIMIENTO PARA LA OXIDACIÓN DE LA BASE COSMÉTICA
	2.6.1 Blanco
	2.6.2 Muestra con BHT, vitamina E, AE o extracto
	2.6.3 Derivatización del hexanal sobre la fibra y su extracción simultánea por HS-SPME.
	2.6.4 Determinación de la actividad antioxidante
	3 ANÁLISIS DE RESULTADOS
	3.1 PROCEDIMIENTOS DE EXTRACCIÓN
	3.2ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO
	3.2.1 Análisis de la composición química de los aceites esenciales
	3.2.2 Análisis de la composición química de los extractos SFE-C
	3.2.3 Selección del recubrimiento de la fibra y determinación de tiempos de equilibrio.
	3.2.4 Determinación del solvente
	3.2.5 Curva de calibración
	3.2.6 Determinación de las figuras analíticas de mérito
	3.3OXIDACIÓN DE LA BASE COSMÉTICA INDUCIDA POR IONES F
	3.3.1 Pruebas previas
	3.3.2 Implementación de la metodología en las muestras de desodorante
	4 CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS

