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En este trabajo se emplearon aceites esenciales con actividad antimicrobiana reportada
(orégano, manzanilla, tomillo y limonaria), para obtener nanoemulsiones mediante una
técnica de baja energia, en la cual se evaluaron diferentes relaciones de surfactante/aceite
(1.5:1;2:1; 2.5:1 y 3:1), y diferentes concentraciones de NaCl en la fase acuosa (0.01M,0.1M
y 0.5M). Las formulaciones que permitieron obtener nanoemulsiones fueron caracterizadas
mediante microscopia de fuerza atomica y se incorporaron a diferentes concentraciones en
formulaciones cosméticas (gel antibacterial y crema humectante) para evaluar el tamafio
de gota, la actividad antimicrobiana y la capacidad que tienen de actuar como agentes
conservantes. La nanoemulsiéon de orégano mostré los menores tamafios de gota, y una
actividad antimicrobiana y capacidad conservante significativamente mayor, con respecto a
las formulaciones control (productos sin nanoemulsién y con aceite esencial puro), cuando
fue incorporado en formulaciones cosméticas.

Palabras clave: nanoemulsion; aceites esenciales; cosméticos; actividad antimicrobiana;
agente conservante.

In this study, essential oils with reported antimicrobial activity, (Origanum, Chamomile,
Thymus and lemongrass) were employed to obtain Nano-emulsions, using a low energy
technique, evaluating different relations of surfactant/oil ratio (1.5:1; 2:1; 2.5:1 and 3:1)
and different NaCl concentrations within the aqueous phase(0.01M, 0.1M and 0.5M).
The formulations that obtained nano-emulsions were characterized through atomic force
microscopy and were incorporated in different cosmetic formulations (antibacterial gel and
moisturizing cream) to evaluate the size of the droplet, the antimicrobial activity and the
capacity they have to act as conservation agents. The origanum nano-emulsion evidenced
the smallest droplet sizes and a significantly higher antimicrobial activity and conservation
capacity than the control formulations (product without Nano-emulsions and with pure
essential oil) when it was incorporated in cosmetic formulations.

Key words: Nano-emulsion; essential oils; cosmetics; antimicrobial activity; conservation
agent.
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INTRODUCCION

En la actualidad, diversas naciones alrededor del mundo
estan promoviendo el desarrollo de productos naturales,
para lo cual han establecido una normatividad mds
exigente que procure el cuidado del medio ambiente; por lo
tanto, el aprovechamiento sostenible de nuestros recursos
naturales para la fabricaciéon de nuevos productos que
sustituyan los productos sintéticos utilizados actualmente
se ha convertido en una necesidad.

Por muchos afios se le ha atribuido distintos tipos de
propiedades a los extractos de las plantas aromdticas
y medicinales (Adilson y Machado, 2004; Judrez y
Castro, 2010). Estas propiedades hacen que los aceites
esenciales tengan aplicaciones en diferentes industrias y
que su interés comercial esté en crecimiento. En el caso
particular de la industria cosmética, se han estudiado las
propiedades de los aceites esenciales y se ha determinado
que las principales actividades bioldgicas que presentan
estos extractos y que los hace aptos para ser utilizados
en formulaciones cosméticas son las actividades
antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias
(CENIVAM, 2008).

Por otra parte, en el caso particular de las actividades
antimicrobianas de los aceites esenciales, existe la
posibilidad de establecer la capacidad que tienen de actuar
como agentes conservantes de productos cosméticos
terminados y de evaluar la actividad bactericida e incluso
antifingica durante la aplicacion tépica del producto en
la piel (Aburjai et al., 2003; Varvaresou, 2009; Kunicka
et al.2010).

Para darle un valor agregado y un mayor grado de
innovacién a los productos cosméticos, se ha planteado la
utilizacion de los aceites esenciales para la preparacién de
nanoemulsiones. Estas son obtenidas cuando el tamafio
de las gotas de una emulsién alcanza aproximadamente
100-500 nm (Shah et al.,2010), el pequefio tamaiio de gota
es responsable de que puedan resistir la desestabilizacion
fisica causada por separacion gravitacional, floculacién o
coalescencia (Bernardi et al. 2011).

Asi pues, las nanoemulsiones se han convertido en
vehiculos potenciales para la entrega controlada de
cosméticos, en productos adecuados para la formulacién
de cosméticos de uso tdépico y para la dispersion
optimizada de ingredientes activos en las diferentes
capas de la piel. De forma similar a los liposomas, las
nanoemulsiones soportan la penetracion de ingredientes
activos y asi incrementan su concentracién en la piel
(Shah et al., 2010).

El objetivo del proyecto es desarrollar prototipos de
productos cosméticos que contengan aceites esenciales
nanoemulsionados, con el fin de evaluar la actividad
antibacteriana y antifingica durante la aplicacién
tépica en la piel, y la capacidad de actuar como agentes
conservantes.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y materiales

Los aceites esenciales de orégano, manzanilla, limonaria
y tomillo, y el aceite vegetal de almendras fueron
proporcionados por Green Andina Ltda; el carbopol
940, el propilenglicol y la trietanolamina, ingredientes
utilizados para la formulacién de productos cosméticos,
de grado USP, fueron suministrados por Laboratorios
San Jorge; los medios de cultivo para la realizaciéon de
pruebas microbiolégicas fueron marca Difco™ , mientras
que los solventes y sustancias quimicas utilizadas durante
el desarrollo del trabajo (diclorometano, éter de petrdleo,
hexano, metanol) fueron de grado reactivo y de marca
Sigma y Aldrich.

Preparacion de nanoemulsiones
Las nanoemulsiones se prepararon de acuerdo con los

métodos presentados por Heurtault et al.,(2002), tal y
como lo indica la Tabla 1.
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Tabla 1:
Variables de formulacion de las nanoemulsiones preparadas

Relacion S/A

1 1,5:1
2:1
1,5:1
2:1
2,5:1
3:1
3:1

N N e AW

Concentracién NaCl, M : HLB. (Ba.lance.
hidrofilico-lipofilico)

0,01 optimo
0,01 optimo
0.1 optimo
0.1 optimo
0.1 optimo
0.1 15

0.5 15

Fuente: Autores.

El procedimiento consistid en someter la mezclaemulsionada
a ciclos de calentamiento y enfriamiento, haciendo
seguimiento de su apariencia para determinar la temperatura
de inversion de fase (PIT por sus siglas en inglés) (Heurtault
etal., 2011). El seguimiento de la apariencia se llevé a cabo
de forma visual. La apariencia traslticida de la mezcla fue el
indicador que el sistema alcanzaba el PIT.

Las variables de formulacion en los ensayos fueron la relacion
Surfactante/Aceite (S/A), y la concentracion de sal en la fase
acuosa. Las relaciones S/A que se analizaron en el presente
estudio fueron: 1.5:1,2:1,2,5:1 y 3:1. La fase acuosa de las
emulsiones estuvo compuesta por solucién salina al 0.01, 0.1
y 0.5 M de NaCl (Heurtault et al., 2002; Zhen ef al., 2011).
La fraccién masica de la fase acuosa y el peso total de las
emulsiones fue de 70% y 50 g respectivamente para todas
las pruebas.

Con el fin de mejorar la estabilidad de las nanoemulsiones
obtenidas, se establecieron previamente para cada aceite
los valores 6ptimos de HLB de la mezcla de surfactantes.
La Tabla 2 muestra los valores 6ptimos de HLB definidos
para cada aceite.

Tabla 2:
HLB éptimo de los aceites esenciales

Aceite esencial HLB optimo

Limonaria 11
Manzanilla 12
Orégano 11
Tomillo 10

Fuente: Autores.

Los valores 6ptimos de HLB obtenidos fueron 11, 12,
11, 10 para limonaria, manzanilla, orégano y tomillo
respectivamente. Para los ensayos posteriores se utilizé
Tween 80 (HLB=15) como surfactante para la preparacion
de nanoemulsiones con todos los aceites.

Microscopia de fuerza atomica AFM

La prueba se realizé en el microscopio de fuerza atémica
marca Nanosurf. EasyScan 2 Flex. Las nanoemulsiones
se caracterizaron afiadiendo 4 ul de una dilucién 107
sobre una mica de 2x2 cm. Las muestras se dejaron secar
a temperatura ambiente por 3 horas. Mientras que las
muestras se secaron, se activo el software correspondiente
y se determind con cual punta se realizaria el analisis
(contacto 0 no contacto), para este caso se trabajé con
la punta de no contacto. Cuando las muestras estuvieron
secas y listas para el andlisis, se montaron en la base
del portamuestras del microscopio de fuerza atémica
(AFM por sus siglas en inglés) y se configur6 el equipo.
Finalmente, se puso en marcha el andlisis topografico y se
obtuvieron las imagenes de las muestras.

Gel antibacterial

Los geles antibacteriales se formularon de acuerdo
a la metodologia planteada por Méndez (2008). Las
sustancias excipientes usadas durante la formulacién de
los geles fueron: Carbopol 940 (gelificante), glicerina
(agente humectante), trietanolamina (alcalinizante).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de la nanoemulsién
base, se prepararon cinco formulaciones de gel antibacterial
a diferentes concentraciones de nanoemulsién antibacteriana
(la nanoemulsién antibacteriana se refiere a nanoemulsién de
orégano durante todo el estudio). En la Tabla 3 se muestran las
formulaciones de gel antibacterial que se evaluaron.
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Tabla 3:
Formulaciones de gel antibacterial por cada 100 g
Sustancia F1 F2 F3 F5
Nanoemulsién
. . 0 9,83 17,68 24,1 0
antibacteriana, g
Aceite esencial, g 0 0 0 0 5,0
Alcohol antiséptico, g 62,5 55,5 50,0 454 59,0
Excipientes c.s.p 100g 100g 100g 100g 100g

Fuente: Autores.

Crema humectante

El procedimiento para la preparacion de las cremas
humectantes se basé en la metodologia presentada por
Villareal (2004). Los excipientes utilizados en las cremas
fueron: Carbopol 940 (gelificante), propilenglicol (agente
humectante), fragancia, trietanolamina (alcalinizante) y
agua.

Conel fin de evaluar la accion conservante de la nanoemulsion
antibacteriana y de comparar su comportamiento con respecto
a la accién de un agente conservante sintético convencional;
en este caso metilparabeno, se prepararon dos formulaciones
de cremas humectantes utilizando los dos tipos de agentes
conservantes mencionados anteriormente. Adicionalmente,
fueron afiadidos a la férmula nanoemulsion de manzanilla y
aceite de almendras, que proporcionaron ingredientes activos
cosméticos para la piel. En la Tabla 4 se describe la formula
detallada de las cremas humectantes.

Tabla 4:
Formulaciones de crema humectante por cada 100 g
Sustancia F1 F2

Metilparabeno, g 0,0 05
Nanoemulsién antibacteriana, g 10,0 0,0
Nanoemulsién Manzanilla, g 27,7 27,7
Aceite de almendras, g 15,0 15,0
Excipientes c.s.p 100 g 100 g

Fuente: Autores.
Control de calidad microbiologico

Los microorganismos patdégenos que se evaluaron fueron:
Sthaphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922
y Salmonella entérica NCTC 6017, recomendados por la
farmacopea de Estados Unidos (USP), de Europa (EP), y

por el organismo de control en Colombia (INVIMA), para
la evaluacion y métodos de andlisis de productos cosméticos.

Difusion en placa

Para evaluar la efectividad de las formulaciones de gel
antibacterial durante la aplicacién tépica en la piel y la
capacidad que tienen de actuar contra microorganismos
patégenos, se llevé a cabo la prueba de difusiéon en
placa. En esta prueba se establecié la concentracion de
nanoparticulas para que el gel antibacterial tuviera la
efectividad esperada.

El medio de cultivo que se utilizé para la realizacion de
la prueba fue el Mueller Hinton Agar. La metodologia
detallada para llevar a cabo el procedimiento completo se
encuentra en Ministerio de Salud del Perd (2002).

El pardmetro que se utiliz6 como indicador para
establecer el grado de inhibicion de las formulaciones de
gel antibacterial fue el porcentaje de inhibicion, el cual se
calcul6 a partir de la Ecuacién 1.

oot = (2522 . 100

Donde D, es el diametro del halo de inhibicién. Dy es
el didmetro del disco de inhibicién; este pardmetro es
constante y tiene un valor de 0,6 cm.

ey

Evaluacién microbiologica

Para establecer la accién conservante de los agentes
antimicrobianos adicionados a las cremas humectantes
formuladas, se llevé a cabo el andlisis microbiolégico por
medio de la metodologia recomendada en laNTC 4833, en la
cual estan establecidos los limites maximos permisibles para
que un producto cosmético sea considerado seguro y pueda
ser ofertado en el mercado. En las Tablas 5 y 6 se muestran
los limites permitidos para microorganismos indicadores de
calidad y microorganismos patdgenos respectivamente, que
fueron establecidos en la NTC 4833.
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Tabla 5:

Limites maximos permisibles de contaminacién por microorganismos indicadores de calidad

Microorganismos Cosméticos bebé y area de los ojos Cosméticos en general
Mesoéfilos aerobios <100 UFC/ml <1000 UFC/mL
Mohos y levaduras <50 UFC/ml <100 UFC/mL

Fuente: Autores.

Tabla 6: d . .. L
. o o o e temperatura de inversiéon de fase, es indispensable
Limites mdximos permisibles de contaminacién por . .
) ) ) proporcionar una cantidad de surfactante en exceso a la
microorganismos patogenos . 2
mezcla, que garanticen tener moléculas de surfactante
Microorganismos Ausencia  Presencia disponibles para cubrir el drea entera de las gotas
Sthaphylococcus aureus X dispersas cuando disminuyen su tamafo, dado que la
o . relacién superficie/volumen aumenta dristicamente al
Escherichia coli X . - .
disminuir el tamafo de las particulas (Salager, 1998). Por
Pseudomonas aeruginosa X lo tanto, se ha establecido previamente por otros autores
Salmonella spp. X que variables como la relacion S/A tienen una mayor

Fuente: Autores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacién de nanoemulsiones

En trabajos realizados anteriormente, se reporto la influencia
que tienen algunos pardmetros de la formulacién sobre la
formacion de los mecanismos de nanoemulsificacion y sobre
el PIT (Santana et al., 2013; Anton y Vandamme, 2009; y
Salager, 1998). La relacién S/A, el HLB, la concentracion de
sal en la fase acuosay el orden de adicién de los componentes
son los pardmetros que mds han demostrado influencia sobre
la preparacion de nanoemulsiones (Santana et al., 2013).

La ejecucién de la metodologia de preparacion de
nanoemulsiones permitié establecer que la utilizacion
del HLB 6ptimo de cada aceite, no garantiza la obtencion
de nanoemulsiones estables con tamafio de particula
a escala nanométrica. Para lograr disminuir el tamafio
de gota dispersa en una emulsién, mediante el método

Tabla 7:

influencia durante la formacion de nanoemulsiones
(Anton y Vandammme, 2009).

Conrespecto alarelacién S/Ay la concentracion de sal en la fase
acuosa, se pudo observar que una mayor relacién S/A mejora
notablemente la facilidad del sistema para formar mecanismos
de nanoemulsificacién; y una mayor concentracion de sal en
la fase acuosa disminuye el PIT del sistema. En la Tabla 7 se
muestra el PIT para cada ensayo y aceite esencial.

Por otra parte, fue posible establecer la influencia que tiene
las estructuras quimicas de la mezcla de componentes de
los aceites esenciales sobre la formacién de mecanismos
de nanoemulsificacién, debido a que dentro del rango
de las variables de formulacién evaluadas en el presente
estudio, solo los aceites esenciales de orégano y manzanilla
formaron las nanoemulsiones. Para la realizacién de los
analisis posteriores (formulacién de productos cosméticos,
caracterizaciéon en el AFM y pruebas microbiolégicas)
solo fueron utilizadas las nanoemulsiones de orégano y
manzanilla.

Temperatura de inversion de fase de las nanoemulsiones formuladas

Temperatura de inversion de fase, °C

Limonaria Manzanilla Orégano
1 >97 82-84 >98 >95
2 >95 86-89 >95 >96
3 >95 82-85 >96 >95
4 >85 >94 >91 >94
5 >96 74-82 50-75 >95
6 >97 93-98 77-89 >97
7 >98 84-88 67-80 >97

Fuente: Autores.
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Caracterizacion de nanoemulsiones en AFM

Para la caracterizacién de las gotas de las nanoemulsiones,
se utiliz6 la técnica de Microscopia de fuerza atémica, por
medio de la cual se determiné la forma y el tamafio de
las gotas obtenidas a partir de las diferentes formulaciones
preparadas.

Las gotas caracterizadas en el AFM presentaron una forma
similar a un elipsoide, por lo tanto, fue posible calcular el
volumen de las gotas (v,) a partir de la solucién analitica
de la funcidén integrada de una elipse, como se muestra en
la Ecuacion 2.

2

Th'r

37¢e )

Vg=

Donde h, y r, son la altura y el radio de la gota
respectivamente. Para estimar el didmetro medio de las
gotas se supuso una morfologia regular y se determind el
didmetro como si la gota fuera completamente esférica.

Tabla 8:
Tamafio de particula de las nanoemulsiones caracterizadas en el AFM

El didmetro medio de las gotas (D.) se calculd a partir de

la Ecuacion 3.
D=3 ()

Las formulaciones que se caracterizaron en el AFM
presentaron una apariencia traslicida, con cierto
grado de diferencia en su turbidez y se seleccionaron,
principalmente, las emulsiones con un PIT definido. En
la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos durante la
caracterizacion de las nanoemulsiones en el AFM.

Para la toma de datos en el AFM, se hicieron lecturas del
equipo en diferentes posiciones de la muestra; en cada
lectura se caracterizé el tamafio de las nanoparticulas,
midiendo el didmetro y la altura de las gotas. La Figura
1 muestra algunas de las imdgenes tomadas en el AFM
durante la lectura de las muestras.

Ensayo Aceite Tg»
6 Manzanilla 6381,0
6 Orégano 5496 4
7 Manzanilla 48400
7 Orégano 2860,8

Ve
255.1 263092653 7400
657,7 3291222511 13329
5543 933176158 11396
299 4 276588787 631.5

Fuente: Autores.
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Figura 1. Caracterizacion de nanoemulsiones en el AFM. a. Manzanilla ensayo 6; b. Manzanilla

ensayo 7; ¢. Orégano ensayo 6; d. Orégano ensayo 7

Fuente: Autores.
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Se caracterizaron en total 10 gotas por cada muestra; los
valores de radio, altura y volumen de las gotas (ver Tabla
8) fueron calculados como el valor promedio de las 10
mediciones realizadas para cada gota en cada muestra. El
didmetro medio de las gotas (D,) se determiné a partir de
la Ecuacién 3,y también se tom6 como el valor promedio
de todas las mediciones realizadas.

Para que las gotas de una nanoemulsién sean consideradas
nanométricas, se establecid previamente un rango para
el didmetro medio de las gotas. Segin lo reportado en la
literatura, el didmetro medio de las gotas debe estar en un
rango entre 100-500 nm (Shah et al., 2010; Anjali et al.,
2012).

Las preparaciones de nanoemulsiones caracterizadas en
el AFM estuvieron por fuera del rango recomendado
para considerar a estos sistemas como nanométricos.
Sin embargo, las cuatro formulaciones que fueron
referenciadas en el presente trabajo se consideraron
nanoemulsiones, por la capacidad que tuvieron de formar
mecanismos de nanoemulsificaciéon a las condiciones
establecidas.

Con los resultados obtenidos fue posible determinar que
la nanoemulsién de manzanilla preparada en el ensayo 6;
tuvo menores tamafios de particula en comparacién con la
preparada en el ensayo 7. Por lo tanto, se evidencia que el

incremento de la relaciéon S/A 'y de la concentracion de sal
en la fase acuosa, no tuvo una incidencia positiva sobre la
formacién de nanoemulsiones con pequefios tamafios de
particula.

En el caso de las nanoemulsiones de orégano, ocurrié un
fendmeno completamente contrario, ya que el incremento
de la relaciéon S/A y el incremento de la concentraciéon
de sal en la fase acuosa favorecieron la formacion de
nanoemulsiones con tamafios de particula mas pequefios
y disminuyeron la temperatura de inversion de fase de los
sistemas nanoemulsificados.

Actividad antimicrobiana de geles antibacteriales

En este trabajo se incorporaron nanoemulsiones de
aceites esenciales en diferentes formulaciones de geles
antibacteriales, con el fin de evaluar la influencia que tiene
la concentracion de nanoparticulas sobre el porcentaje de
inhibicién de microorganismos patogenos.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos durante la
realizacién de la prueba de difusion en placa, donde se
observael porcentaje de inhibicién de los microorganismos
frente a cada formulacidon de gel. Cabe aclarar que los
ensayos fueron realizados por cuadruplicado y que el
porcentaje de inhibicién fue el valor promedio de los
cuatro ensayos.

35.00

30.00

® Salmonella
enterica

25.00

20.00

m E. coli

|

15.00

m P. aeruginosa

l

Porcentaje de inhibicion

10.00

5.00

|

Fl F2 F3

B S. aureus

F4 F5

Figura 2. Porcentaje de inhibicion de microorganismos patégenos en las formulaciones de gel antibacterial.

Fuente: Autores.
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Las desviaciones estdndar de los porcentajes de inhibicion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9:

Desviacion estandar de los porcentajes de inhibicién de microorganismos patégenos

Desviacion estandar

Microorganismo F1 F2
Salmonellaentérica 0,121 0,121
E. coli 0,121 0,138
P. aeruginosa 0,100 0,100
S. aureus 0,138 0,160

F3 F4 F5
0,021 0,112 0,112
0,083 0,110 0,100
0,046 0,225 0,148
0,000 0,083 0,000

Fuente: Autores.

Paracompararel efecto bactericidaentre las formulaciones
que contienen nanoemulsiones de orégano, con respecto
a las formulaciones control que contienen alcohol y
alcohol + orégano puro como agentes antimicrobianos,
se prepararon las formulaciones 1 y 5 respectivamente.
Los resultados demuestran que la incorporacion de
nanoemulsiones a concentraciones cercanas al 9.83%
(w/w) mejora el porcentaje de inhibicién con respecto
a los porcentajes de inhibiciéon arrojados por las
formulaciones control. Sin embargo, a medida que se
aumenta la concentraciéon de la nanoemulsiéon en el
gel, el efecto bactericida se reduce y se evidencia que
ciertos microorganismos tienen mayor sensibilidad a las
formulaciones 1y 5.

En este orden de ideas, se observé que el incremento en la
concentracion de nanoemulsiénen los geles antibacteriales,
ocasiono la inestabilidad en las formulaciones 3 y 4, un
efecto adverso sobre la actividad antimicrobiana del
producto, probablemente originado por el incremento
en el tamafio de las nanoparticulas de aceite esencial. En
trabajos anteriores se ha estudiado la influencia entre el
tamafio de las nanoparticulas y la actividad antimicrobiana.
Sin embargo, (Donsi et al., 2011) definieron que es dificil
establecer una correlacion directa entre el tamafio de gota
con la actividad antimicrobiana, debido a que es factible
que algunas moléculas con actividad antimicrobiana se
degraden durante el proceso de nanoemulsificacion.

Las formulaciones, en general, demostraron una actividad
antimicrobiana significativa contra Salmonella entérica,
E. coli, y Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte, se
evidencié una inhibicién moderada, y en ciertos casos
nula, contra la cepa de Sthaphylococcus aureus.

Evaluacion microbiologica de cremas humectantes

En este trabajo se evalué la capacidad de las
nanoemulsiones de actuar como agentes conservantes al
ser incorporadas en formulaciones cosméticas de crema
humectante (Manou et al., 1998; Kunicka et al., 2009;
Kunicka et al., 2010). Para la evaluacién de la capacidad

conservante de las nanoemulsiones se compararon los
resultados de la evaluaciéon microbioldgica de la crema
que utiliza la nanoemulsién de orégano como sistema
preservante (férmula 1); contra los resultados de la
evaluacion microbioldgica de una formulacién que utiliza
un conservante sintético convencional (férmula 2). Los
reportes de la evaluaciéon microbioldgica de las dos
formulaciones se muestran en las Tablas 10y 11.

Tabla 10:

Conteo de UFC/ml de microorganismos indicadores de calidad
Microorganismo Formulal Férmula 2
Mesoéfilos aerobios, UFC/ml 160 520
Hongos y levaduras, UFC/ml 20 <10
Coliformes totales, UFC/ml <10 <10
Coliformes fecales, UFC/ml <10 <10

Fuente: Autores.

Tabla 11:
Ausencia o presencia de microorganismos patégenos en las
muestras a 24 h

Microorganismo Féormulal  Formula 2
Pseudomonas aeruginosa X X
Escherichia coli X X
Sthaphylococcus aureus X X
Salmonella spp. X X

*Ausencia; **Presencia

Fuente: Autores.

La evaluaciéon microbiologica de las formulaciones
preparadas demostr6 que la poblacién de microorganismos
indicadores de calidad (microorganismos aerobios
mesofilos, hongos y levaduras, coliformes totales y
coliformes fecales) en las dos cremas; medida en UFC/mL,
estuvo por debajo de los estdndares definidos en la NTC
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4833. Sin embargo, la evaluacién de microorganismos
patégenos mostré que las dos cremas no inhibieron el
crecimiento de la cepa Sthaphylococcus aureus.

Al comparar la evaluacién microbiolégica de las dos
cremas, se observd que la férmula 1 tuvo mayor efecto
bactericida contra microorganismos aerobios mesofilos
que la férmula 2; es decir, que los mecanismos de
accién de las nanoparticulas de orégano fueron mds
efectivos que el metilparabeno para controlar la
poblacién de microorganismos aerobios meséfilos en el
producto terminado. Por otra parte, la férmula 2 tuvo
mayor capacidad de controlar la poblacién de hongos
y levaduras en comparacién con la férmula 1; por lo
tanto, la nanoemulsién de orégano no tiene una actividad
antifiingica significativa.

Con respecto a la poblaciéon de coliformes totales
y coliformes fecales; y la presencia/ausencia de
microorganismos patdgenos, las dos formulaciones no
evidenciaron diferencias significativas. Por consiguiente,
se puede establecer que la accién antibacteriana de los
agentes conservantes contra estos microorganismos es
similar.

CONCLUSIONES

Apesarqueeldidmetro mediodelas gotas delasemulsiones
superaron el tamafio mdximo previamente establecido
para que el sistema sea considerado nanométrico, durante
el desarrollo del trabajo consideramos los ensayos 6
y 7 de las emulsiones de orégano y manzanilla como
nanoemulsiones, por su apariencia traslicida, la evidente
formaciéon de mecanismos de nanoemulsificacién y
la obtencién de gotas con tamafios inferiores a 1 pum
o 1000 nm. Adicionalmente, con la realizacion de
estos ensayos logramos observar la influencia de las
variables de formulacién sobre los tamafios de gotas de
las nanoemulsiones, razén por la cual se sugiere ajustar
en trabajos posteriores estas variables, para obtener
nanoparticulas que se encuentren en el rango de la escala
nanométrica; esto con el fin de mejorar las caracteristicas
y propiedades de las nanoemulsiones preparadas.

El maximo porcentaje de inhibicién contra microorganismos
patégenos en los geles antibacteriales se obtuvo con una
formulaciéon que contenia la menor concentracién de
nanoparticulas de orégano, por lo tanto, las nanoemulsiones
de aceites esenciales se proyectan como una alternativa
factible para la formulacién de productos de interés
comercial, debido a que son agentes antibacteriales efectivos
a bajas concentraciones.

Probablemente, el incremento de la cantidad de
nanoemulsion en la formulacion, disminuyd la actividad
antimicrobiana en el gel antibacterial, debido a que
las nanoparticulas de aceite esencial de orégano se
desestabilizaron a bajas concentraciones cuando fueron
incorporadas a las formulaciones de gel. Esto ocasioné un
incremento en el tamafio de las particulas, de modo que
los mecanismos de acciéon de las nanoemulsiones sobre
los microorganismos se pudieron inhibir y disminuir su
efecto antimicrobiano.

La presencia de Sthaphylococcus aureus en las cremas
pudo deberse a contaminacién cruzada en el momento
de la elaboracién del producto, y no a la resistencia del
microorganismo a los agentes antimicrobianos. Por lo tanto,
se recomienda realizar pruebas de actividad antimicrobiana
a diferentes concentraciones de los agentes antimicrobianos,
para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI)
y establecer especificamente la resistencia o sensibilidad
del Sthaphylococcus aureus a los agentes antimicrobianos
estudiados.
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