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RESUMEN

A los aceites esenciales de romero y arbol de té, se le han atribuido importantes propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Pero su naturaleza hidrofébica e inestabilidad quimica (volatil,
fotosensible y oxidacion atmosférica) han sido limitantes importantes en sus usos y aplicaciones
en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria. Por esos motivos, actualmente se ha
impulsado la busqueda de nuevas tecnologias de conservacion de sus propiedades en diversos
tipos de materiales y sistemas, como las emulsiones. En el presente trabajo se evalud el efecto
de microemulsiones de aceite esencial de romero y arbol de té sobre el eritrocito y
microorganismos de interés clinico. Se valoraron las microemulsiones de aceites esenciales de
arbol de té (TO) y romero (RO) a 8.0% (v/v), 5.0% (v/v) y 2.5% (v/v). Las emulsiones fueron
evaluadas mediante su porcentaje hemolisis y el porcentaje de inhibicion de hemdlisis, actividad
antibacterial contra E. coli O157:H7 (ATCC43890) y S. aureus (ATCC9144). Ademas de las
propiedades fisicas de color L*a*b* y el tamafios de cada una de las microemulsiones utilizadas.
Las microemulsiones con TO (5.0 y 8.0 %) fueron las que presentaron una mayor actividad
hemolitica (=70 %), siendo las microemulsiones de RO las que presentaron el menor dafio y fue
la del 2.5 %. También se observo que las microemulsiones con RO fueron las mas efectivas en
proteger al eritrocito contra la presencia de radicales libre, comparada con TO (p< 0.05). Con
respecto al tamafio en diametro promedio fue de 35 um y el color fue con una blancura variable,
con tendencia a la coloracion amarilla. Los efectos antibacterianos tanto para E. coliO157:H7
(ATCC 43890) y S. aureus (ATCC 9144) se observaron para las microemulsiones con TO al 8.0
%, mientras que para RO 8.0 % se observd solo efecto para E. coli O157:H7. Las emulsiones
RO fueron las mas efectivas para proteger al eritrocito, pero la menos efectiva como

antibacterial.
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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son las partes liquidas volatiles e insolubles, que son responsables del
aroma de las plantas (Martinez, 2001). Estos aceites son una mezcla de sustancias quimicas
complejas con un perfil fuertemente aromatico (Ortufio, 2006). Los aceites esenciales y sus
extractos, han sido principalmente utilizados por la medicina popular. Aunque actualmente la
industria farmacéutica, cosmética y alimentaria han aumentado su interés por este tipo de
productos naturales (Farah y col., 2008).

Las principales limitantes en el uso y aplicacion de los aceites esenciales, debido a su
naturaleza generalmente fotosensible, volatil e hidrofébica, ha desencadenado la busqueda de
nuevos sistemas de conservacion. Uno de los sistemas a los que se le han puestos atencion
son los sistemas de encapsulacion por emulsion. El objetivo de una emulsion es lograr que los
compuestos de naturaleza hidrofilica e hidrofobica puedan coexistir de manera mas estable. Las
mezclas entre sustancias acuosas y oleosas, es donde mayormente se aplica la formacion de
emulsiones (Heinzl y col., 2012).

Una gran ventaja que poseen los aceites esenciales, es que pueden ser obtenidos de
materiales vegetales, los cuales se han consumido histéricamente como alimentos y como tal,
tienen demostrada una supuesta inocuidad en humanos. Por ejemplo, los aceites esenciales
ricos en terpenos y compuestos fendlicos, poseen actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana alta. Algunos de los aceites esenciales con estas propiedades incluyen a los
extraidos de la planta de romero (Rosmarinus officinalis) y arbol de té (Melaleuca alternifolia)
(Castafio, 2012).

En la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria el uso de los aceites esenciales
para fines y aplicaciones diversas se ha complicado, por su elevada volatilidad a temperatura
ambiente, la sensibilidad a la luz, al oxigeno atmosférico y su insolubilidad en agua. Ademas de
las posibles interacciones que pudiera presentar, con otros componentes moleculares durante
su aplicacion. Por esos motivos, es importante buscar alternativas, como la formacion de
microemulsiones, que nos ayuden conservar las propiedades del arbol de té y romero y evaluar

el efecto de sus posibles aplicaciones en la salud humana.
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Sin embargo, también es necesario demostrar que los aceites de romero y arbol de té en
forma de microemulsiones, pueden ser una alternativa inocua para las células humanas, pero
efectiva contra microorganismos patdgenos. Por lo anterior, es importante evaluar el
comportamiento de estas microemulsiones en base a sus propiedades fisicas (tamafio, indice
de blancura y estabilidad de la emulsion), hemolitica, como protector del eritrocito y
antibacterial. Se considera que este estudio generara conocimiento basico al aplicarse como un
modelo de conservacion y transporte de compuestos bioactivos. Asi como paraentender el
efecto de los aceites de romero y arbol de té microemulsionados, sobre las células humanas y
los microorganismos de interés clinico.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de microemulsiones de aceite esencial de romero y arbol de té sobre el

eritrocito y microorganismos de interés clinico.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar microscopicamente los tamafios de las microemulsiones de arbol de té y
romero.

2. Determinar el porcentaje de hemdlisis de las microemulsiones de los aceites de arbol de
té y romero en diversas concentraciones.

3. Determinar el porcentaje de inhibicion de hemodlisis de las microemulsiones de los
aceites de arbol de té y romero.

4. Determinar la actividad antibacteriana (S. aureus y E. coliO157:H7)de las

microemulsiones de los aceites de arbol de té y romero.
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REVISION DE LA LITERATURA

Origenes de los Aceites Esenciales y las Emulsiones

Los aceites esenciales de las plantas han sido utilizados desde la antigiedad en una gran
cantidad de aplicaciones, tales como perfumes, cosméticos, ambientadores, medicinas,
alimentos, entre otros. Se tienen evidencias de manuscritos de diferentes civilizaciones como la
egipcia y los chinos, asi como también alrededor de 200 citas biblicas relacionadas con estos

aceites esenciales y sus aportaciones a la vida de la poblacion de aquella época (Ortufio, 2006).

La civilizacion egipcia fue la primera cultura, que dej6é evidencia suficiente sobre la
extraccion de aceites esenciales, mediante un proceso de destilacidn, los cuales eran utilizados
para fines medicinales, cosmética y para rituales religiosos. En base a los conocimientos
aportados por los egipcios, los griegos mejoraron el sistema de destilacion, pues para ellos, los
aceites esenciales eran una forma de vida ya que los afiadian en alimentos, a sus bafos, ritos y
magia. En el siglo Xl, los arabes introdujeron el sistema de refrigeracion al proceso de

destilacion, dando como resultado aceites esenciales con mayor pureza (Plazas, 2011).

Entre los siglos XVI y XVII fueron los afios de mayor auge en la obtencién de aceites
esenciales, ya que en estos siglos se prepararon la gran mayoria de los aceites esenciales que
se utilizan en la actualidad. Aungue su aplicacion venia siendo bien aceptada por la medicina
tradicional, la llegada de la medicina moderna y de la implementacion de vacunas y antibiéticos,
los remedios tradicionales y naturales en los que se empleaban los aceites esenciales, fueron
sustituidos y en algunos casos se dejaron en el olvido. Asi que, fue hasta el siglo XIX, que los
aceites esenciales volvieron a tener gran demanda en sus diferentes ambitos, por lo que su

estudio se hizo mas frecuente e importante (Ortufio, 2006).

En los dltimos afos las plantas medicinales han adquirido gran importancia en terapias
alternativas o complementarias en varias regiones del mundo (Avila-Sosa y col., 2011). Muchos

de los aceites que existen en la actualidad se sabe que poseen propiedades antisépticas, es

16



decir, propiedades antimicrobianas, bactericidas, antivirales, fungicidas y otras propiedades
medicinales no asociadas con microorganismos (Aboizeid y col., 2013).

Por su naturaleza quimica, los aceites esenciales son normalmente volatiles a
temperatura ambiente, por lo tanto, si se desea trabajar con ellos, es muy importante conocer
su concentracion efectiva, para de esta forma minimizar su capacidad de evaporarse, al mismo
tiempo generar una sistema de proteccion al aceite contra las temperaturas altas, la oxidacion y
la luz ultravioleta, ya que esto reduce su calidad y efectividad, dependiendo de su uso
(Rodriguez y col., 2012). Un método que se ha utilizado para la conservacion de aceites han

sido las emulsiones.

Las emulsiones datan de 1878, desde esa fecha, Johannes Gad observo que soluciones
de &cido laurico podian mezclarse ligeramente en una fase acuosa y sin ayuda mecanica, la
cual fue registrada como una emulsion espontanea. En 1888 Quincke, sugirié que la formacion
de emulsiones espontaneas se daba debido a que habia un cambio en el gradiente de tension
de las interfaces, debido a una distribucién no uniforme de las moléculas. En 1927 se reporté
por vez primera el uso de la energia de ultrasonido para la formacion de emulsiones, y se
observé que existian diversos mecanismos de formacion de micelas que podria aplicarse
(Lépez-Montillo y col., 2002). Pese a esto, no se ha encontrado informacion suficiente sobre el

origen de las emulsiones formadas con ayuda de energia mecénica y del uso de tensoactivos.

Sin embargo, se considera que la limitacion en la aplicacién de los aceites esenciales es
su naturaleza hidrofébica, es por eso que se ha buscado un camino alternativo como son las
emulsiones, ya que estos sistemas pueden ayudar a mantener estables compuestos bioactivos
de naturaleza hidrofobica, ademas la preparacion es relativamente facil y proporcionan una

mejor solubilidad en soluciones acuosas (Kim y col., 2009).
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Emulsiones

Las emulsiones son consideradas un sistema, que estad compuesto como minimo por dos fases
liquidas inmiscibles, donde una de las fases esta dispersa en la otra (Landfester, 2003). La
estabilidad de la emulsién de ambas fases puede originarse por la adicion de surfactantes o
tensoactivos (agente quimico que permite la convivencia de dos sustancias inmiscibles) idéneo,
mismo que generan estabilidad electrostatica o estérica de las micelas. Las micelas son
consideradas polimeros de asociacion, donde un surfactante empleado llega a alcanzar una
posicion propicia. El efecto hidr6fobo es la principal fuerza motriz que ayuda a la formacion de
las micelas, este efecto es generado por la sustraccion de la zona apolar del surfactante que

tiene contacto con las moléculas de agua (Salager, 1992).

Para crear una emulsion muy estable de gotas o micelas se requiere de energia
mecanica (Lépez-Montilla y col., 2002) y se debe de buscar la estabilizad de las gotitas contra la
maduracién de Ostwal o degradacion de difusion molecular. Este proceso unimolecular contra la
fusién por colision, puede transformarse en un proceso bimolecular mediante la adicién de un
surfactante (Landfester, 2003).

Existen dos términos empleados para referirse a la formacion de emulsiones. El primero
de los términos es “emulsificacion espontanea” mismo que hace referencia al hecho de que dos
liguidos inmiscibles tengan contacto y formen una emulsion sin recibir ayuda de ningln tipo de
energia mecanica de fuente externa, sin embargo este tipo de emulsién no tiene un tiempo
definido de formacion, ya que puede tardar desde unos poco minutos hasta varios dias. La otra
forma de llamar a la formacion de las emulsiones es la “autoemulsificacién”, la cual se refiere a
la formacién de emulsiones con ayuda del uso de surfactante, y aunque el termino utiliza el
prefijo “auto” realmente recibe ayuda de algun tipo de energia mecanica, misma que puede ser

agitacion, vibracién, mezcla, entre otros (Lépez-Montilla y col., 2002).
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Uso y Aplicaciones de Aceites Esenciales en la Conservacion de Alimentos

Gran cantidad de aceites esenciales han sido utilizados en la industria alimentaria como
saborizantes para realzar el sabor del platillo, y también como bioconservadores (Tabla 1). Esto
ultimo, para aumentar la vida util de los alimentos, por medio de la disminucién o erradicacion
de bacterias patdgenas.Ademas, se han utilizan también como inhibidores de la oxidacion de
los alimentos, basados en la capacidad antioxidante presente en algunos aceites esenciales
(Ojeda-Sanay col., 2012).

Tabla 1. Seleccion de especies, hierbas y condimentos con efecto antibacteriano.

Nombre comun Nombre cientifico
Albahaca Ocimmum basilicum
Laurel Laurus nobilis
Cilantro Coriandum sativum
Canela Cinnamomun zeylanicum
Clavo Syzygium aromaticum
Te-limén Cymbopongon citratus
Mejorana Origanum majorana
Menta Mentha vulgaris, M. spicata
Mostaza Brassica hirta, B. juncea, B. nigra
Cebolla Allium cepa
Orégano Origanum vulgare
Perejil Petrocelinum crispum
Romero Rosmarinus officinalis

Rosas-Gallo y col., (2010).
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Seenivasan y col. (2006), investigaron algunos aceites esenciales con efecto
antibacteriano sobre bacterias gram-positivos y gram-negativo. Tal es el caso del aceite
esencial de canela, clavo, limén, romero, entre otros, los cuales resultaron con poder inhibitorio
significativo antibacteriano y antifungico; demostrando que los aceites esenciales pueden tomar
un papel importante como bioconservadores y antioxidantes, ya que con respecto a este ultimo
concepto, el aceite de limén y romero tuvieron gran actividad.

Algunas de las alternativas para un mejor uso y aplicaciones de los alimentos de
consumo habitual y de naturaleza hidrofébica, han sido las emulsiones. La mayonesa, aderezos
y algunos aceites esenciales, son un ejemplo de la importancia del uso de emulsion. Este
sistema se ha caracterizado en la industria alimentaria por la estabilidad que brinda a los
alimentos que lo requieren por su naturaleza hidrofébica (Ruiz-Marquez y col., 2010). Una de
las alternativas tecnoldgicas en esta misma industria, ha sido el uso de microemulsiones, cada
vez presentan un mayor auge, debido a que las microemulsiones presentan la ventaja de
mejorar el valor nutricional de los productos alimenticios y optimizar la absorciéon de nutrientes
(Almengor, 2009). ElI empleo de emulsiones también ha sido considerada una herramienta util
en la encapsulacién de compuestos bioactivos de los alimentos, debido a su gran estabilidad,

facil preparacién y costo bajo en su elaboracion (Jiménez, 2012).

Se ha documentado la utilizacion de extractos de romero en salchichas de cerdo pre-
cocidas y congeladas crudas comparado con un antioxidante sintético, a concentraciones de
1500 y 2500 ppm en las salchichas de cerdo congeladas y en las salchichas frescas a 500 y
3000 ppm, con el fin de evaluar su capacidad antioxidante. Se observo que los extractos de
romero tuvieron un efecto antioxidante similar al antioxidante sintético, también se han realizado
estudios de este tipo en carnes de res y pollo teniendo resultados que favorecen al uso del
romero como antioxidante natural (Avila-Sosa y col., 2011). Por otro lado, las propiedades
antibacterianas de los aceites esenciales son las que mas se han aprovechado en la
conservacion de alimentos evitando el crecimiento de microorganismos patégenos, que
perjudican el alimento y son precursores de enfermedades transmitidas por los alimentos que

afectan a los humanos (Hyldgaard y col., 2012).
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Uso y Aplicaciones de Aceites Esenciales en la Salud

Actualmente, los estudios sobre los aceites esenciales en relacién con los efectos benéficos en

la salud han aumentado, tomando como parte fundamental los compuestos bioactivos que

contienen, sus propiedades funcionales y sus efectos contra microorganismos de interés clinico

(Tabla 2). Por ello, se han propuesto como tratamiento alternativo contra diversas

enfermedades infecciosas (Avila-Sosa y col., 2011), debido a que el uso inadecuado e irracional

de los antibitticos tradicionales, actualmente esta creando condiciones favorables para la

aparicion, propagacion y persistencia de microorganismos resistentes (OMS, 2013). Dentro de

los aceites esenciales con mayores propiedades antimicrobianas y antioxidantes que se han

reportado se encuentra la pimienta, laurel, eucalipto, tomillo, albahaca, paprika, orégano,

romero y arbol de té.

Tabla 2. Propiedades de algunos aceites esenciales.

Nombre comun Nombre botanico (Familiar) Propiedades

Aceite de anis Pimpinella anisum (Umbeliferas) Expulsion de gases,
estimulante, expectorante,
condimento y aromatizante.

El aceite de canela Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae)  Expulsion de gases,
estomacal, astringente,
estimulante y antiséptico.

El aceite de limoén Citrus limon (Rutaceae) Expulsion de gases,

El aceite de romero Rosmarinus officinalis (Labiatae)

Aceite de albahaca Ocimum sanctum (Labiatae)

estimulante, aromatizante y
saborizante.

Expulsién de gases,
estimulante y aromatizante.
Antibacterial, insecticida,
estimulante.

Seenivasan y col. (2006).
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En investigaciones realizadas en albahaca, canela, anis y otras plantas, donde se han
separado diferentes compuestos de los aceites esenciales, se ha encontrado que contienen
fenilpropanos, los cuales presentan actividad antibacteriana sobre bacterias como Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y hongos como Tricophyton mentagrophytes. Los
estudios en los que se ha evidenciado sus efectos antimicrobianos han abierto el panorama de
la investigacion mas profunda en el laboratorio, para contribuir al cuidado de la salud (Beltran y
col., 2010).

En Japon, en los afios 20 inicié el estudio del uso de las emulsiones de lipidos para uso
clinico, principalmente para su administracién por via parenteral. A partir de entonces se han
realizado un sin nimero de investigaciones en diversos paises sobre el empleo de este tipo de
terapia, teniendo como base los aceites de semillas de algodoén, girasol, soya y cartamo. Pero
hasta 1962 Schuberth y Wretlind, lograron por primera vez introducir en el mercado
farmacéutico emulsiones oleosas para uso intravenoso, mismas que fueron bien aceptadas
originando en este mismo afio la primera terapia con nombre comercial en Suecia (Rodriguez,
1999).

Hoy en dia, las emulsiones estan tomando cada vez mas importancia para su uso como
sistemas de liberacion de medicamentos o farmacos, ya que son mayormente estables en
fluidos bioldgicos y tienen una mejor respuesta sobre la captacién celular del medicamento
(Goncalves y col., 2014). La fabricacién de emulsiones ha demostrado ser una opcion util para
la formulacién de farmacos con afinidad hacia los lipidos (lipéfilos). En las cuales, el ingrediente
activo del farmaco se disuelve en un aceite y se homogeniza utilizando un tensoactivo para
formar la emulsion, donde el ingrediente activo del farmaco es encerrado dentro de las micelas
formadas por la emulsion. El uso de estas emulsiones terapéuticas se puede ver principalmente
en la aplicacion intravenosa de farmacos (en funcién del tamafio de formacion de las micelas);
este tipo de métodos permite ademas la liberacion continua y prolongada dentro de un periodo
de tiempo establecido del medicamento o la terapia que se esté administrando, controlando de

esta manera la difusién del farmaco depositado en las micelas (Salmela y col., 2014).
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Aceite de Romero (Rosmarinus officinalis)

La planta de romero ha sido reconocida por sus propiedades antioxidantes, es por eso, que
diferentes extractos de esta planta (aceites) han sido utilizados ampliamente en la industria
alimentaria como conservador de carnes, pescados 0 reposteria; asi como también en la
industria farmacéutica y cosmética, y cada vez se relaciona mas en el ambito de la medicina,
con la prevencién de enfermedades producidas por estrés oxidativo (Vicente, 2012). Estudios
previos han demostrado que el aceite esencial de romero contiene propiedades antibacterianas
in vitro, sin embargo aun no se ha demostrado si este aceite esencial puede tener el mismo
efecto in vivo (Ehrlich, 2011).

La actividad citotoxica del aceite esencial del romero afecta directamente en la fase
mitGtica de bacterias tales como E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y S. aureus
(Avila-Sosa y col., 2011). Estudios realizados por Rau y col. 2006 mostraron que los
componentes de romero a-pineno, 1,8 cineol, canfeno, alcanfor y borneol, presentan una
actividad antibacteriana y citotoxica moderada contra bacterias gram positivas y gram

negativas.

Este aceite, ha tenido diversos usos tradicionales en cuanto a medicina, debido a que se
ha utilizado como analgésico, anti-inflamatorio, anti-reumatoide, espasmolitico, entre otros.
Recientemente se han tenido resultados positivos en el tratamiento con aceites de romero y
extractos de esta planta, sobre ratas con padecimiento inducido de colitis donde el aceite
esencial de romero inhibié el indice de lesidbn ulcerosa tanto macroscépicamente y
patolégicamente, utilizando dosis de 400 mg/kg de peso (Minaiyan y col., 2011).

El aceite esencial de romero es una mezcla heterogénea de compuestos que le

confieren diversas propiedades (Tabla 3).
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Tabla 3. Principales componentes del aceite esencial de romero (Rosmarinus
officinalis).

Componente Formula %
Cineol C10H180 23.8
a-Pineno ClO H16 15.6
Alcanfor C10 H160 15.6
Canfeno CioH1s 9.2
Acetato de bornilo C12Hz O> 5.7
B-Pineno CioH16 5.1
Borneol C10H180 4.4
Cariofileno CisHo4 3.9
Terpineol CloHlso 15

(Rodriguezy col., 2012).

=0

Cineol a-pineno Alcanfor Canfeno

Figura 1. Estructura quimica de los principales componentes del aceite esencial de
romero (Rosmarinus officinalis).
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Aceite de Arbol de Té (Melaleuca alternifolia)

Algunos estudios realizados en la planta del arbol de té, han demostrado que poseen
propiedades antimicrobianas y anti-inflamatorias; asi como también propiedades toxicas o
repelentes sobre especies de artropodos de interés agricola (Benelli y col., 2013). Por eso,
recientemente ha aumentado el interés por estudiar las propiedades antimicrobianas y su
actividad antiséptica. Estudios previos del aceite esencial de arbol de té ha demostrado que
también posee capacidad inhibitoria sobre la replicacién del virus de la gripe (Garozzo, 2010).

Se ha comprobado que tres de los componentes principales del aceite esencial (1,8-
cineol, terpinen-4-ol, y a-terpineol) muestran actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 9144, debido a su capacidad de alterar la membrana citoplasmatica, provocando

asi la lisis celular (Carson y col., 2002).

Aunado a lo anterior, Halcén y Milkus (2004) reportaron que las bacterias resistentes a
antibioticos, especialmente S. aureus resistente a la meticilina, muestra sensibilidad al contacto
con el aceite esencial de arbol de té, mejorando notablemente infecciones generadas por este
microorganismo. Por otro lado, también establecen que dicho aceite es eficaz en tratamientos

de heridas infectadas y ademas posee capacidad antiinflamatoria.

Sin embargo, experimentos en ratas donde se le han administrado 61.5 g de aceite
esencial de Melaleuca alternifolia han provocado efectos toxico, reflejados en dafos
neurolégicos como: ataxia y depresion (Hammer, 2006). Sin embargo Carson y col. (2002)
reportaron que la toxicidad oral en ratas se da una dosis letal 50% que va de 1.9 a 2.6 mL/kg;
estableciendo que la exposicion a grandes cantidades de aceite de arbol de té, podrian
ocasionar dafios. Sin embargo si el tratamiento es con cantidades moderadas la toxicidad es
nula, de igual forma el mismo autor establece que la toxicidad dérmica se da en forma de
reaccion alérgica, supuestamente generada por el 1,8 — cineol, pero esto no ha sido

comprobado cientificamente.

El aceite esencial de arbol de té se compone de varios ingredientes activos, los cuales

se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Principales componentes del aceite esencial de arbol de té (Melaleuca alternifolia).

Componente Formula %
Terpinen-4-ol C10H180 40.1
y-Terpineno CioH16 23
a-Terpineno CioH16 10.4
1,8-Cineol C10H180 5.1
Terpinoleno CioH16 3.1
p-Cimeno CioH14 2.9
a-Pineno CioHie 2.6
a-Terpineol C10H150 2.4
Aromadendrene CisH24 15
0-Cadineno CisH24 1.3
Limoneno CioHie 1.0
Globulol Ci15H260 0.2
Viridiflorol Ci15H260 0.1
0]
OH
. . 1,8Cineol
Terpinen-4-ol y-Terpineno a-Terpineno (eucaliptol)
OH
Terpinoleno pCimeno a-Pineno a-Terpineal

Hammery col., (2005).Vila y Cafiigueral, (2006).

Figura 2. Estructura quimica de los principales componentes del aceite
esencial de arbol de té (Melaleuca alternifolia).
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las Microemulsiones

Es necesario aclarar que una microemulsion no se refiere exactamente a una emulsion con muy
pequefias micelas o gotas, sino que es una solucion micelar donde las micelas se encuentran
hinchadas y se tocan unas con otras (Salager, 1992). Sin embargo, en este trabajo se empleara
el término microemulsion para referirnos a emulsiones con micelas vistas a partir de un

microscopio, ya que no pueden ser observadas a simple vista.

Las microemulsiones de aceite esencial de arbol de té y romero se realizaron en base a
lo establecido por Roa y col. (2012), con ligeras modificaciones. Para ello, se prepararan tres
microemulsiones, al 8 % (v/v), 5 % (v/v) y 2.5 % (v/v) tanto para el aceite esencial de arbol de té
y de romero. Para iniciar las microemulsiones, se mezclaran los aceites esenciales de arbol de
té (Sigma-Aldrich, No. CAS 68647-73-4, densidad relativa 0.898 g/cm® a 25 °C) y romero
(Sigma-Aldrich, No. CAS 8000-25-7, densidad relativa 0.903 g/cm® a 25 °C), con tween 80
(polioxietilensorbitanmonooleato o Polisorbato 80) (1 % v/v) y una solucion de buffer fosfato
(PBS) a pH 7.4 fue agitada constante por 20 minutos hasta adquirir una consistencia lechosa y

homogénea (Figura 1).

Mezclar

y y

Aceites esenciales Tween 80 (1% wiv) Buffer fosfato (PBS) pH 7.4

Agitar por 20 minutos hasta observar
consistencia lechosa y homogénea

Figura 3. Diagrama general de la preparacion de las emulsiones.
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Una vez conseguida dicha consistencia, las emulsiones fueron guardadas en viales de
vidrio color &mbar con tapon de rosca, se protegieron de la luz y el calor.

Prueba de Porcentaje de Hemodlisis

La prueba de hemdlisis se realizé en base al procedimiento establecido por Sundaram y col.
(2011), con algunas modificaciones como siguen; se utilizaron eritrocitos de sangre humana
recolectados en un tubo con anticoagulante EDTA (acido etildiaminotetraacético). La muestra se
centrifugd a 350 g por 5 minutos, posteriormente se descartd el plasma y se recolectd el
paquete eritrocitario. Estos eritrocitos fueron lavados en tres ocasiones con 3 mL de solucién
salina al 0.9 % (p/v), siendo centrifugados en cada lavado a 350g por 5 minutos. Después, se
prepard una suspension de eritrocitos al 5% (v/v).La suspensién de eritrocitos, fue confrontada
con diversas proporciones de las microemulsiones de aceites de romero y éarbol de té
previamente preparadas. Una vez puestos en contacto se incubaron a 37 °C x 2 horas con
agitacion ocasional. Una vez transcurrido el tiempo se tomé el sobrenadante y se llevo a leer al
analizador semi-automatico SPINLAB (Espafia) a 540 nm (Figura 2).Posteriormente se calculé

el porcentaje de hemodlisis, con la siguiente ecuacién (1):

Abs muestra x 100)

0 e —
D Y% de Hemolisis ( Abs total

Donde:
Abs muestra= absorbancia del preparado de suspension de eritrocitos mas microemulsion.

Abs total= total de hemdlisis generada por agua mas suspension de eritrocitos.
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1) 9905% PBS y 025%
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2) 99% PBS y 0.3% emulsion.

3) 9895% PBS y 035%
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NOTA: un tubo para clu de las
emulsiones preparadas.

Figura 4. Diagrama para la prueba de porcentaje de Hemodlisis.

Prueba de Porcentaje de Inhibicion de Hemdlisis

Esta prueba consistié en preparar una suspension de eritrocitos al 5 % (v/v) que se expusieron
con los preparados de las microemulsiones y un oxidante conocido (peréxido de hidrégeno al
30%). Las cantidades de microemulsion utilizadas en el presente andlisis, se basd en los
resultados obtenidos en la prueba de hemdlisis. También se utilizé un control de 100 % de
hemdlisis, que se prepar6 con agua y suspension de eritrocitos. Una vez que se expuso el

eritrocito, a la microemulsién y el oxidante, se llevaron a incubar a 37°C por 2 h. Posterior al
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tiempo de incubacion, se centrifugaron las muestras a 350g por 5 minutos, se descart6 el
precipitado y se colecto el sobrenadante, el cual, se introdujo a un analizador semi-automatico
SPINLAB y se ajust6 la lectura a 540 nm (Hapner y col., 2010;Slamenova y col., 2011).Para

establecer el grado de proteccion al eritrocito por las microemulsiones se calcul6 el porcentaje
de inhibicion de hemdlisis con la siguiente ecuacion (2):

Abs muestra x 100
Abs total

(2)% de Inhibicién de hemélisis = ( ) ~ 100

Abs muestra: absorbancia de la mezcla de suspension de eritrocitos, mas microemulsion y
oxidante.

Abs total: absorbancia obtenida de la mezcla de agua, mas suspension de eritrocitos y oxidante.

= Controles:
Cantidad en % Blanco 100% de
Susp. PBS hemadlisis
Prueba PBS  entrocitos Emulsidn  H;O; [ |
Buffer PBS 1 %9 07 025 0075 P 5
2 989 0.7 0.3 0.1
3 98.8 0.7 035 012 | | ._ |
Suspension 4 993 0.7 - - \
de eritrocitos 4] 99.3 0.7 - - 1 ]
al 5% l
Pruebas
- 1 | 2 | 3 Incubar a 37 =C por
_—
| | 2 horas
\ i II'-I i 1
ilumen total= 2mL v
Microemulsiones (v/v) Centrifugar a 350
por 3 minutos
Perdxido de I Descartar precipitado I
Hidrdgena l
102 Leer absorb,
Calcular % de inhibicid eer absorbancia
cuds;r he,-:ﬁl]?sils reen #———| del sobrenadante a
540 nm

Figura 5. Diagrama para la prueba de porcentaje de inhibicion de hemolisis.
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Determinacién del Tamafio de las micelas

La determinacién del tamafio de las micelas se realiz6 por medio del método modificado de
Poyato y col. (2012) haciendo una medicién del didametro de las micelas en un microscopio
Optico Ziess Primo Star (Alemania), adicionado con una camara AxioCamERc 5s Ziess
(Alemania), después, se realizé un caracterizacion por tamafio de micelas encontradas, esto se
realiz6 en 3 campos. El tamafio de las microemulsiones fue reportado en pm.

Medicion del diametro de las

micelas
O

-~

&0

——> Contar en 3 campos

L

/|2
:®,

Figura 6. Diagrama para la determinacién del tamafio de micelas.

{
¢
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!
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Actividad Antibacteriana

Se utilizé el método descrito por Hu y col. (2013) con ligeras modificaciones, donde se
determiné la sensibilidad bacteriana en cepas de E. coli 0157:H7 (ATCC43890) y S. aureus
(ATCC9144) expuestas a las emulsiones preparadas de aceites esenciales de arbol de té y
romero a diferentes concentraciones (8.0% (v/v), 5.0% (v/v) y 2.5% (v/v)). El ensayo para la

determinacion del efecto inhibitorio de las microemulsiones, se realizdé por medio de la adicién
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de 0.1 mL de caldo nutritivo inoculado con aproximadamente 1 x 10°ufc/ mL de cada cepa, a
cada caldo se le adicion6 microemulsiones en sus diferentes concentraciones, posteriormente el
caldo se incub6 a 37°C por 24 h, con agitacién ocasional. Una vez finalizada la incubacion, se
prosiguié a sembrar el contenido de los caldos en placas de agar Muller-Hinton (por triplicado),
dicha placa se incub6 a 37°C por 24 horas y posteriormente se realiz6 el conteo de las colonias
desarrolladas, con los datos obtenidos se realiz6 el calculo para la determinacién del efecto

antibacteriano, utilizando la siguiente ecuacion (3):

(A—B) =100
A

3) Tasa de % de inhibicion =

Donde:
A= Numero de colonias en control.

B= NUmero de colonias desarrolladas.

v'S. aureus (ATCC 9144)
v'E coli O15T-HT (ATCC 43890)

Tomar 100pL de la

Incubar a 37 °C suspension y sembrar por

agotamiento usando perlas

de vidrio. Después, incubar a
37 °C por 24 horas

—_—
por 24 horas

A
// Wolumen total= 2mL

Realizar conteo de
colonias

Microemulsiones (viv)

Figura 7. Diagrama de método de difusién en agar.
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Propiedades Opticas (Color)

Los parametros de color fueron evaluados por medio de un colorimetro (Espectrofotometro de
esfera portétil X-Rite, U.S.A.). El cual fue calibrado con un plato blanco de porcelana. Para la
medicién de color se realizaron cinco mediciones para cada concentracion, de las cuales se
tomo el promedio. El color de las microemulsiones se expresé en base al modelo de CIE (L* a*y
b*), dicho modelo es usado desde 1976, y fue creado como estandar en escala de color
relativamente uniforme, de esta forma se podria utilizar en cualquier parte del mundo para
comparar facilmente diversos valores de color. En este modelo, cada espacio de color simboliza
diferencias visuales entre los colores, y se representan graficamente como un cubo, donde el
eje L* se extiende de arriba hacia abajo, tiene un maximo 100 que representa un perfecto
difusor reflejante, su minimo llega a cero, y este simboliza negro. Los ejes conocidos como a* y
b* no tienen valores numéricos concretos, sin embargo para a* los valores negativos son de
color rojo y los valores positivos son de un tono verde. Para los valores de b* positivos se
genera una tonalidad amarilla, mientras que los valores b*negativos son de color azul. (Hunter
L, a, b, 2008).

BLANCO
L*=100

AMARILLO
/o
ﬁ

NEGRO

L*=0
Figura 8. Espacio de color CIE (L* a*b*)
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Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza utilizando como factores las
emulsiones y él porcentaje de hemdlisis, porcentaje de inhibicion de hemodlisis y color fueron
tomados como variables de respuesta. Para la toma de decisiones se utiliz6 la prueba de
comparaciones de Duncan (a= 0.05). Los resultados obtenidos de las mediciones de los
tamafnos de emulsiones y de la actividad antibacteriana solo fueron presentados como

estadistica descriptiva. Todo lo anterior, se realiz6 mediante el paquete estadistico NCSS, 2000.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de Porcentaje de Hemolisis

El termino hemdlisis hace referencia al proceso de destruccion de los eritrocitos, que
genera la liberacién de los componentes intraeritrocitarios (Gémez y col., 2009), por lo tanto, la
prueba de porcentaje de hemdlisis se utiliza para conocer el efecto provocado sobre la célula
eritrocitaria al enfrentarla con microemulsiones de aceites esenciales de arbol de té y romero en
diversas concentraciones de aceites esenciales. En la Figura 9 podemos observar que
conforme se aumenta la concentracion de TO, se incrementa significativamente el efecto
hemolitico de la células eritrocitarias (p< 0.05). El maximo incremento de hemdlisis fue de hasta
el 70 % y fue observado para las microemulsiones cargadas con 5.0 y 8.0 % de TO, pero no
existieron diferencias significativas entre las concentraciones antes mencionadas (p> 0.05).
Estos resultados también muestran que la microemulsion que representd el menor dafio al

eritrocitos, fue la cargada con 2.5 % de TO.

No se han encontraron reportes previos de los efectos del aceite de TO sobre los
eritrocitos de animales o humanos. Pero otros estudios han evidenciado que TO puede tener la
capacidad de desnaturalizar proteinas y alterar la estructura de la membrana celular (Cuaron,
2012). Otra parte importante que se ha estudiado de TO, ha sido su efecto sobre células
epiteliales y fibroblastos (Soéderberg y col., 1996). Donde se ha observado que a bajas
concentraciones de TO, los efectos citotdéxicos son bajos, pero estos efectos se incrementan
cuando se aumenta la concentracion y el tiempo de contacto de TO con las células. Los
resultados antes mencionados concuerdan con lo encontrado en el presente estudio y que

muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Efecto de las Microemulsiones a diversas concentraciones de TO
sobre la célula eritrocitaria. Literales iguales muestras la ausencia de
diferencias significativas (p<0.05), un significado contrario tienen las literales

diferentes.

En el caso de las microemulsiones preparadas con RO, pudimos observar que el

incremento en la concentracion no representd un aumento significativo en la hemdlisis (Figura

10). Esto nos indica que las concentraciones estudiadas no representan citotoxicidad para la

célula eritrocitaria. A diferencia de nuestro estudio, otros autores han reportado que el RO
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puede producir hemdlisis en los eritrocitos en un 86 a 92 % dependiendo de la concentracion de
RO (Soltani y col.,, 2014). Aunque los autores citados previamente, indicaron que los
componentes de RO que pudieran ser los responsables de inducir la hemdlisis de los eritrocitos

son aun desconocido.
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Figura 10. Efecto de las Microemulsiones a diversas concentraciones de
RO sobre la célula eritrocitaria. Literales iguales muestras la ausencia de
diferencias significativas (p<0.05), un significado contrario tienen las

literales diferentes.
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Prueba de Porcentaje de Inhibicién de Hemdélisis

Contrario a la prueba de porcentaje de hemadlisis, la determinacion del porcentaje de inhibicion
de hemdlisis tiene la finalidad de medir la capacidad que tienen ciertas sustancias
(antioxidantes) para proteger al eritrocito, bajo condiciones de ataque a la membrana celular
(oxidante). En el presente estudio se generd un proceso de peroxidacion para producir radicales
libres, que es una de las principales causa de dafios y destruccion en la membrana eritrocitaria
(Benites y col., 2011).En la Figura 11, se puede observar que la microemulsion cargada con RO
presentdé la mayor capacidad de inhibicion de hemodlisis en todas sus concentraciones

comparadas con las microemulsiones con TO.

De manera especifica se puede observar que las microemulsiones RO al 2.5% y al 8.0%
muestran un porcentaje de inhibicidon de hemdlisis de >70%. En cuanto a las microemulsiones
de TO se observa existe un porcentaje de inhibicion de hemdlisis de <40% expresado por
microemulsiones de TO al 2.5% y 5.0%, mientras que para una concentracion del 8.0% el
porcentaje de inhibicion de hemdlisis fue >40%.

Como se pudo observar, las emulsiones con RO fueron mas eficientes en la proteccion
del eritrocito contra el ataque oxidativo, que las cargadas con TO. A diferencia de nuestro
estudio, Yesil-Celiktas y col. (2007) monitorearon la capacidad de extractos de romero (diversas
regiones y tiempos de cosecha) de inhibir el ataque oxidativo (H202) a la membrana eritrocitaria,
con la consecuente produccion de malondialdehido, un componente mutagénico Yy
carcinogénico que se produce con la insercion de un atomo de oxigeno en el componente
lipidico de la membrana. Ellos observaron que los extractos de RO presentaban una baja
proteccidon a la peroxidacion de la membrana del eritrocito (rango de 46.2 a 127 um de
malondialdehido), con respecto a antioxidantes conocidos (BHT= 21.4 um de malondialdehido),
gue eran atribuidos a sus componentes hidrofébicos. Es importante mencionar que en nuestro
estudio, se evalué las microemulsiones con aceites esenciales de RO y no extractos. Esto nos
indica que las formas en las se presentan a los antioxidantes puede estar en funcién de la

disponibilidad de sus componentes bioactivos.

Por otro lado, podemos mencionar que TO ha sido reconocido por su capacidad

antioxidante, principalmente por la presencia de a-terpineno (Rudback y col., 2012). Pero no,
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porque represente una adecuada capacidad antioxidante al ser evaluada por métodos como el
DPPH o ABTS u otros métodos (reacciones quimicos), siga el mismo sistema de capacidad
antioxidante en modelos celulares. Pero independientemente de la capacidad antioxidante, TO
se ha reconocido que exhibe cierta toxicidad en células humanas (no eritrocitarias) y que esta
en funciéon de la concentracion y el contacto. Basados en la figura 11, aqui podemos
argumentar que TO si exhibe proteccion al eritrocito (baja), y esta puede estar en funcién de la
reaccion con los componentes hemoliticos de la membrana de TO con el peréxido de
hidrogeno, que en competencia podian estar reaccionando y bloqueando su accién contra la
membrana, ya que, pudimos observar que las microemulsiones cargadas con mayor
concentracion de TO (8 %) protegieron mas adecuadamente al eritrocito que las de bajas
concentraciones (p< 0.05).
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion de hemodlisis del aceite de arbol de té (TO) y romero
(RO). Literales iguales en diferentes columnas muestras que no hay diferencias
significativas (p<0.05).
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Determinacién del Tamafo de las Micelas

Las micelas fueron clasificadas de acuerdo a los diferentes tamafios que presentaron en las
distintas concentraciones de emulsiones. Para las emulsiones preparadas con aceite esencial
de romero, se puede observar que el diametro predominante de las micelas que componen la
emulsion va de 2 a 35 um, existiendo sin embargo, cantidades muy bajas de micelas mayores a

los 35 pum.
120
115 -
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105 4 = RO-5.0%
100 - B RO-2.5%
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g 90 -
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Figura 12. Porcentaje de la distribucion de tamafios de micelas en

diferentes concentraciones de aceite esencial de romero.
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RO-2.5% RO-5.0% RO-8.0%

Figura 13. Microemulsiones de aceite de romero vistas en microscopio a 40x.

En las emulsiones preparadas con TO, presentaron micelas con didmetros méas variados
en cuanto a su tamafo, pero se distingue una mayor prevalencia de micelas con diAmetros
pequefios, en esta ocasion van = 15 um, siguiendo las micelas que tienen diametros de 15 a 30
pum, y de igual forma que con las emulsiones con RO, existe una cantidad minima de micelas
con didmetros mayores de los rangos ya mencionados, ambos resultados se obtuvieron

basados en el procedimiento modificado de Poyato y col. (2012).

Segun Salager (1999), el tamafio de la gota y la distribucién de tamafios son dos tipos
de informaciones muy importantes, ya que por un lado dan lugar a caracteristicas de las
emulsiones, y por otro son utiles para definir propiedades fisicas como viscosidad y estabilidad.
En esta misma investigacion se establecié la tendencia que siguen las emulsiones segln su
tamafo y distribucion, mostrando que a menor tamafio de gota, mayor viscosidad y cuando es

mayor tamafo de las gotas la viscosidad es menor.
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Figura 14. Porcentaje de la distribucion de tamafios de micelas

en diferentes concentraciones de aceite esencial de arbol de té.

TO-2.5% TO-5.0% TO-8.0%

Figura 15. Microemulsiones de aceite de arbol de té vistas en microscopio a 40x.
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Actividad Antibacteriana

En la tabla 5, se puede observar que la emulsion de arbol de té al 8.0% y de romero al 8.0%
presentaron alta inhibiciéon en el porcentaje el crecimiento de E. coli O157:H7. Por otro lado el
crecimiento de S. aureus fue inhibido en un 100% y 99% por la emulsién de arbol de té al 8.0%
y 5.0% respectivamente. En cambio, ninguna emulsion cargada con RO, presenté efecto

inhibitorio contra S. aureus.

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las microemulsiones estudiadas.

% de Inhibicién

Microemulsion E. coli (ATCC43890) S. aureus (ATCC9144)
TO-8.0% 99 100
TO-5.0% NI 99
TO-2.5% NI NI
RO-8.0% 99 NI
RO-5.0% NI NI
RO-2.5% NI NI

*NI= no inhibicién

En el caso de TO, Orozco y col. (2011), también obtuvieron resultados favorables en la
exposicion de microemulsiones con TO contra cepas de E. coli. Otros estudios, también han
evidenciado que TO puede ser efectiva para tratar problemas infecciones en animales
ocasionados por S. aureus. Los principales componentes activos del TO, que se le han atribuido

propiedades antibacteriales son el terpineno-4-ol, linalol y a-terpineol. Se ha demostrado que
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estos componentes (terpineno-4-ol principalmente) pueden afectar la pared celular bacteriana,
interrumpiendo también con esto, la actividad de la membrana y provocando dafio en el material
nuclear (pérdida de 290 nm) (Halcén y Milkus, 2004). Por otro lado y con respecto al
mecanismo de accion contra E. coli se han visto que los efectos celulares son muy similares
(Gustafson y col., 1998).

Por otro lado, Ojeda-Sana y col. (2014), aseguran que los componentes de RO, en
especifico 1-8 cineol, alcanfor, verbenone y borneol pueden ser capaces de romper la
membrana del celular de E. coli a %2 x MIC (4 mL/mL). Con respecto a su selectividad
bacteriana, se ha considerado que RO suele ser mas efectivo contra gram negativo, que contra
gram positivos (Zaouali y col., 2010). Esto podria ser la causa de la ausencia de inhibicién al

probarse las emulsiones contra S. aureus.

Las emulsiones que no presentaron actividad antibacterial, no necesariamente significa
su ausencia. Ya que este fendmeno también puede estar en funcién de diversas covariables
gue no se evaluaron en el estudio, como la estabilidad de emulsion en el medio sélido, la
eficiencia en la liberacion del contenido de los aceites y de la cantidad liberada por area y

densidad de microorganismos.

TO 8%8 aureus :I'O 5% S. aureus TO-2.5% S. éil'eus
Figura 16. Actividad antibacteriana producida por las

microemulsiones de aceite esencial de arbol de té sobre E. coli
y S. aureus.
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Figura 17. Actividad antibacteriana producida por las
microemulsiones de aceite esencial de romero sobre E. coli

y S. aureus.

Propiedades Opticas (Color)

Con la finalidad de representar de mejor manera la tendencia en color que presentaron las
microemulsiones realizadas, se llevo a cabo un analisis de los parAmetros de color de cada una
de ellas. En la Figura 20, se muestran los valores de L*distintas concentraciones de TO y RO en
las microemulsiones. Donde se observaron diferencias significativas en los parametros de L*
(p<0.05), lo cual nos indica, que las microemulsiones de RO mostraron una coloracibn mas
blanquecina que las de microemulsiones cargadas con TO (p< 0.05), siendo la microemulsion
con RO al 2.5 % con la mayor coloracion blanca. Esta misma coloracion fue disminuyendo
significativamente con forme se fue incrementado la concentracion del aceite esencial (p< 0.05).
Para las microemulsiones de TO se observaron valores mas bajos de blancura, pero con

tendencia muy similar a la blancura de las microemulsiones de RO. (Figura 19).

Algunos de los aceites esenciales a los que se le han evaluado la blancura en estado
emulsionado, han encontrado que dicho pardmetro depende del tipo de aceite utilizado. En
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estudios realizados sobre aceites esenciales de hierba de limén y de palmarosa se ha
observado que la variacion de blancura puede ser diferente, desde un 47.9 % para el aceite de
hierba de limén y 51.3 % para palmarosa. (Salvia-Trujillo y col.,, 2015). Estos estudios

concuerdan con la variacion obtenida entre tipos de aceites cargados a la microemulsion.

Figura 18. Diferentes concentraciones de microemulsiones de aceite esencial
de romero.

Figura 19. Diferentes concentraciones de microemulsiones de aceite esencial de
arbol de té.
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Figura 20. Parametros de color de L*. Literales distintas muestran
diferencias significativas (p<0.05)
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Figura 21. Parametros de color de a*. Literales distintas muestran diferencias
significativas (p<0.05).

La consideracién del parametro a* y b* en la elaboracién de emulsiones depende de la
coloracién del aceite esencial de origen. La coloracién de los aceites esenciales evaluados en
este estudio, estuvieron en funcion de un color amarillo claro. Por eso motivos, se tomara en
consideracion los valores de b* (aunque se muestra el parametro de a* como informacion

adicional).
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Figura 22. Parametros de color de b*. Literales distintas muestran diferencias

significativas (p<0.05).

En la Figura 22 se muestra los pardmetros de color de b* donde podemos observar
gue conforme se incrementa la concentracion de RO en las microemulsiones, esta tiende a
tomar una coloracion amarilla. En el caso de las microemulsiones con TO se tuvo un efecto
inverso. En general podemos establecer que las microemulsién cargadas con TO representan
una mayor coloracién amarilla que tiende a disminuir con forme se incrementa la concentracion,
siendo la mas baja concentracién la que presenté la mayor coloracion amarilla (p< 0.05).
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se pudo observar que las microemulsiones fueron de un tamafio
aproximado de 35 um, con una coloracion blanquecina con tendencia también al color amarillo.
Con respecto al efecto de las microemulsiones sobre el eritrocito humano, las concentraciones
de 2.5 a 8.0% de RO y solo la de 2.5% para TO, presentaron un bajo dafio al eritrocito. La
formulacion de microemulsiones con concentraciones de 5.0 a 8.0% de TO representaron un
aumento significativo en el dafio eritrocitario. También observamos que las microemulsiones de
RO son mas efectivas en la proteccidn de agresiones oxidativas al eritrocito humano, que las de
TO en todas las concentraciones probadas. En cuanto a la actividad antibacteriana, las
microemulsiones de RO a concentraciones altas (8.0 %) lograron inhibir a E. coli en un 99 %,
mientras que a concentraciones menores, la inhibicion de crecimiento bacteriano no es
apreciable. Por otro lado, las microemulsiones de TO a 8.0 % y 5.0% lograron inhibir el
crecimiento bacteriano en cepas de E. coliy S. aureus en un 99 % y 100 %, respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad antibacteriana de estos aceites esenciales separando sus
componentes mayoritarios y minoritarios.

Exponer estos mismos aceites a otras células humanas, por ejemplos leucocitos, células
de la epidermis, entre otras, para evaluar su efecto.

Probar esta misma metodologia con otros aceites esenciales.

Realizar las pruebas estudiadas a diferentes concentraciones de las ya utilizadas.
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ANEXOS

1. Preparacién de la emulsién usada, método Roay col. (2012)

Para la preparacion de la emulsion evaluada se afiadié en un contenedor el 10% de aceite de
limén, 1% de surfactante (tween 80) y 89% de solucion buffer (Buffer fosfato 10mM, pH 7.0).
Los diferentes componentes fueron mezclados con ayuda de un agitador de alta velocidad

durante dos minutos a temperatura ambiente.

La emulsion resultante fue sometida a un homogeneizador de alta presion por tres pasos a

9000 psi para asi lograr la formacion de una nanoemulsion.

2. El tamafio de las micelas, método de Poyato y col. (2012)

Se tomaron 4uL de la emulsion y se colocé sobre una gota de agua (3ulL) previamente
depositada en un porta objetos después se cubri6 con un cubreobjetos.
Las imagenes de las emulsiones fueron monitoreadas y capturadas digitalmente por Nikon
DMX-1200. Ese estudio fue realizado por triplicado y las medidas de las particulas fueron
determinadas usando la aplicacion imagen analysis®D 5.0 OlympusBioSystemsGmbH. La
distribucién de las particulas fue calculada por el diametro mas bajo que 4uL, entre 4y 7uL, 7y

10uL y mas altos que 10 uL.
3. Actividad antibacteriana, método de Hu y col. (2013)

Para la determinacion de la sensibilidad bacteriana, Hu y col. realizé una inoculacion bacteriana
(106-10” CFU/mL) en caldo nutritivo, después afadieron 0.08 gr de la microemulsién y 1 mL de
la inoculacion bacteriana a 10 mL de buffer fosfato previamente esterilizado, se llevé a
incubacién a 37°C por 24 horas con agitacion constante.
Pasado el tiempo, se diluyd esta suspensiéon bacteriana en PBS y se coloc6 0.1 mL en una
placa de agar para después incubar a 37°C durante 24 horas, finalmente se realiz6 un conteo
de colonias.

La suspension bacteriana desprovista de microcapsulas fue usada como blanco control. Estos

experimentos fueron realizados por triplicado.

58



El efecto antibacterial se consider6 como el indice de inhibicién de crecimiento bacteriano por la

siguiente ecuacion:

R (%)= [(A-B)/A] x 100

R= tasa de % inhibicién

A= namero de colonias de la suspensién control

B= namero de colonias de la suspensién con las microcapsulas
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