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1. RESUMEN

El Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE) es una grasa de origen vegetal que se obtiene del
fruto del olivo (Olea europaea L.). Es reconocido por su valor nutricional y su alto contenido
en componentes bioactivos, entre los que destacan los compuestos fendlicos o polifenoles
(PF), los cuales se utilizan en distintos ambitos debido a sus propiedades antioxidantes,
antinflamatorias y antimicrobianas. Por ejemplo, en el dmbito cosmético se utilizan para

mejorar la estabilidad y la eficacia de las formulaciones.

El objetivo principal del estudio es desarrollar un proceso de extraccion de los PF presentes en
el AOVE y evaluar sus propiedades mediante la elaboracion de formulaciones cosméticas.
Para ello, se consideraron diversas técnicas de extraccion, resultando eficaz una disolucion de
MeOH/H>O (metanol/agua) en proporciéon 80:20 volumen/volumen (v/v), seguida de una
contraextraccion con hexano. Los PF obtenidos se utilizaron en la formulacién de productos

topicos con fase externa oleosa.

En las formulaciones se llevaron a cabo diversos estudios para evaluar pardmetros como la
estabilidad fisica, la resistencia a la luz, el pH, la extensibilidad sobre la piel y la seguridad
microbioldgica. Estos andlisis permitieron valorar la eficacia del método de extraccion y el

comportamiento de los extractos fendlicos en las formulaciones cosméticas.

Palabras clave: AOVE, polifenoles, extraccion, formulaciones cosméticas y estabilidad.

ABSTRACT

Extra Virgin Olive Oil (EVOO) is a plant-based fat obtained from the fruit of the olive tree
(Olea europaea L.). 1t is well known for its nutritional value and high content of bioactive
compounds, among which phenolic compounds stand out. These compounds are used in
various fields due to their antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial properties. For
example, in the cosmetic field, they are used to improve the stability and efficacy of

formulations.

The main objective of this study is to develop an extraction process for the phenolic
compounds present in EVOO and evaluate their properties through the formulation of cosmetic
products. To this end, various extraction techniques were considered, with an 80:20
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volume/volume (v/v) MeOH/H>0O (methanol/water) solution proving effective, followed by a
counter-extraction with hexane. The obtained phenolic compounds were used in the

formulation of topical products designed as systems with an oil external phase.

Various studies were conducted on the formulations to evaluate parameters such as physical
stability, light resistance, pH, skin spreadability and microbiological safety. These analyses
allowed for the assessment of the extraction method’s efficacy and the behavior of the phenolic

extracts in the cosmetic formulations.

Keywords: EVOO, polyphenols, extraction, cosmetic formulations and stability.

2. INTRODUCCION

2.1 Olea europaea l.

Especie arborea de caracter perenne que forma parte de la familia botdnica Oleaceae. Es
reconocida cominmente como olivo y, aunque su crecimiento es lento, puede alcanzar una
longevidad superior a los mil afios. Sus flores son pequenas y blancas, mientras que su fruto,
la aceituna, varia en tamafio, forma y color segtn la variedad. En Espafia se cultivan diversas
variedades, entre las que predominan la Picual, la Arbequina y la Hojiblanca. Destacando la

Picual por su elevado contenido en &cidos grasos y antioxidantes naturales, (1).

Desde la antigiiedad, el olivo se ha utilizado en ambitos como la medicina y la nutricion debido

a sus propiedades beneficiosas para la salud.

2.2 Caracterizacion y clasificacion del aceite de oliva

2.2.1 Caracterizacioén

Grasa vegetal obtenida del olivo mediante procesos mecénicos e industriales. Homero, poeta
griego del siglo VIII a.C., lo denominaba “oro liquido” debido a sus propiedades
organolépticas y nutricionales. Su composicion quimica y su calidad dependen de factores
como la variedad de la aceituna, el grado de madurez del fruto, las condiciones climaticas y el

método de extraccion utilizado, (2).

2.2.2 Clasificacion

En la antigliedad, se empleaban procesos mecéanicos de molturacion, obteniendo un tnico tipo
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de aceite de oliva. Sin embargo, a finales del siglo XX se desarrollaron procesos industriales
que dieron lugar a su clasificacion en Aceite de Oliva Virgen Extra (AOVE), Aceite de Oliva

Virgen (AOV), Aceite de Oliva Lampante (AOL) y Aceite de Orujo Crudo (AOC), (3).

El AOVE y el AOV son considerados aptos para el consumo humano directo. Por el contrario,
el AOL y el AOC debido a deficiencias en sus caracteristicas nutricionales y sensoriales, no
cumplen con los requisitos minimos de comercializacion. Por ello, deben ser sometidos a
procesos industriales de refinado que, aunque corrigen las deficiencias organolépticas, también
reducen el contenido de compuestos bioactivos beneficiosos, como los PF, (4, 5). Una vez se
finaliza el proceso de refinado, el AOL y el AOC refinados serdan mezclados con AOV,

permitiendo obtener productos finales aptos para el consumo humano, (6, 7).

2.3 Composicion del AOVE

Dado que el AOVE es una variedad que no requiere someterse a procesos industriales para su
comercializacion, conserva totalmente los compuestos bioactivos beneficiosos para la salud.
Sus propiedades saludables se atribuyen principalmente a su elevado contenido lipidico, que
constituye la fraccion mayoritaria de su composicion (98-99%), y estd compuesta
principalmente por triglicéridos (TG). Sin embargo, también contiene una fraccion minoritaria
compuesta por componentes con propiedades bioactivas, (8, 9, 10). En la Figura 1 se puede

observar la composicion del AOVE.
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Figura 1: Composicion del AOVE.

Elaboracion propia. Adaptacion de: Extra virgin olive oil polyphenols: Modulation of cellular pathways related to oxidant species and

inflammation in aging. Cells. 2020;9(2), (8). Creado con BioRender.

Los PF se encuentran en altas concentraciones en el AOVE, siendo considerados compuestos
caracteristicos y distintivos de este tipo de aceite, a diferencia de otros componentes, como los

tocoferoles que estan presentes en proporciones similares en otros tipos de aceites, (11).



2.4 Propiedades de los compuestos fenolicos

Propiedades anticancerigenas: Los peroxinitritos son compuestos capaces de inducir
procesos de desaminacion y nitraciéon del ADN, produciendo rupturas en su cadena y
posibles mutaciones. Ciertos PF, como el hidroxitirosol (HT), reducen los efectos
bioquimicos producidos por los peroxinitritos. Otros compuestos, como los secoiridoides,
se han asociado con la reduccion de la actividad de la enzima xantina oxidasa, implicada
en la carcinogénesis, (10).

Propiedades bacteriostaticas y bactericidas: Se ha demostrado la actividad de los

secoiridoides frente a una amplia variedad de microorganismos patdgenos, entre ellos
Staphylococcus aureus. A su vez, se ha asociado al HT como un compuesto altamente
toxico para otras cepas, como Pseudomonas syringae pv.savastanoi, (10).

Propiedades digestivas: Se produce una inhibicion de la motilidad géstrica al procesar las

grasas. El AOVE, al contener un alto contenido de estos compuestos, puede ralentizar el
vaciamiento gastrico, controlando la digestion y aumentando la sensacién de saciedad,
(12).

Propiedades antioxidantes (AOX): Los radicales libres producen un aumento del estrés

oxidativo, un factor relacionado con el envejecimiento, las enfermedades cronicas, los
procesos inflamatorios y la inhibicién del metabolismo 6seo. Los PF estimulan la actividad
de enzimas AOX. En concreto, el HT destaca por sus propiedades antinflamatorias, (13).

Propiedades beneficiosas para el aparato cardiovascular: Reducen las lipoproteinas de baja

densidad (LDL) en el organismo, asi como las ceramidas y ciertos marcadores
biomoleculares, como la interleucina-1 (IL-1), relacionados con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, (13).

Propiedades vasoprotectoras: Los PF favorecen la sintesis de 6xido nitrico con efecto

vasodilatador, y, en consecuencia, la reduccion de la presion arterial, (14).

La biodisponibilidad de los PF se ve influenciada por el metabolismo de primer paso, que

consiste en una biotransformacion a través del higado de determinadas sustancias al

administrarlas por via oral. Su aplicacion topica es una posible alternativa para aumentar su

biodisponibilidad. Teniendo en cuenta que en los ultimos afios se ha observado un aumento en

la incidencia de patologias cutaneas, los PF podrian ser una opcion de tratamiento mediante

esta via de administracion, (15).



2.5 Agrupacion de los compuestos fendlicos

— Secoiridoides: Oleuropeina
Alcoholes fenolicos: Hidroxitirosol

Se distinguen principalmente cinco categorias =  Acidos fenolicos: Acido vanilico

Lignanos: Pinoresinol

— Flavonoides: Antocianinas

Figura 2: Agrupacion de los compuestos fendlicos.
Elaboracion propia. Adaptacion de: Olive tree (Olea europeae L.) leaves: Importance and advances in the analysis of
phenolic compounds. Antioxidants. 2015;4(4):682-98, (3).

2.5.1 Secoiridoides
Principales compuestos en el AOVE derivado del olivo. La oleuropeina (OLE) se encuentra
en altas concentraciones, a diferencia de otros compuestos, como el oleocantal, que, debido a

su baja concentracion, es dificil de obtener mediante aislamiento y purificacion, (16).

Se ha demostrado que la OLE tiene propiedades AOX, antimicrobianas, antitumorales y
antinflamatorias. Tiene la capacidad de inhibir la oxidacion de las LDL y eliminar sustancias
producidas por los neutrofilos en procesos inflamatorios que pueden dafar proteinas y enzimas
esenciales para el organismo, (17). A medida que el olivo madura, la concentracion de la OLE

disminuye debido a una hidrolisis enziméatica que la transforma en HT, (18).

2.5.2 Alcoholes fenolicos vy derivados

Algunos factores como la radiacion ultravioleta (UV) reducen la sintesis de coldgeno,
provocan dafio en el ADN, inducen la desnaturalizacion de proteinas, alteran la pigmentacion
cutanea y favorecen la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS), pudiendo
desencadenar en procesos de apoptosis. Estas alteraciones activan una respuesta inflamatoria
que, mantenida en el tiempo, pueden danar tejidos y células sanas, produciendo enfermedades

como el cancer, la hipertension arterial y ciertas enfermedades cardiacas, (19).

El HT es un compuesto derivado de la hidrdlisis de la OLE que destaca por sus propiedades
antinflamatorias y anticancerigenas en ciertos tipos de cancer como el de colon y mama. El

consumo de este compuesto es seguro incluso en dosis elevadas, (19, 20).



2.5.3 Acidos fendlicos v derivados

Primeros PF identificados en el AOVE. En este grupo destaca el acido p-cumarinico, que tiene
similitud estructural con la L-tirosina, el sustrato natural de la enzima tirosinasa humana, la
cual estd implicada en la melanogénesis celular al convertir la tirosina en melanina. El 4cido
p-cumarinico inhibe selectivamente la tirosina humana, siendo eficaz para evitar el desarrollo

de eritemas y pigmentaciones cutaneas, (21, 22).

2.5.4 Lignanos

Tienen un papel importante en el tratamiento de la diabetes mellitus y sus complicaciones.
Presentan una concentracion estable en el AOVE debido a que su presencia depende de las

condiciones agronémicas en las que se realiza el cultivo del olivo, (23, 24).

2.5.5 Flavonoides

Tienen la capacidad de modular rutas implicadas en la inflamacion, la proliferacion celular y
la apoptosis mediante la neutralizacion de radicales libres y la modulacion de enzimas y
receptores celulares. Ademas, son metabolizados por la microbiota, dando lugar a metabolitos
que pueden ejercer efectos biologicos, (26). Debido a la sensibilidad a la luz, el calor y el

oxigeno, su concentracion en el AOVE puede disminuir con el tiempo, (24).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos principales

e Puesta a punto de un método de extraccion de PF presentes en un AOVE rico en estos
componentes.

e Extraccion de polifenoles.

e FElaboracion de formulaciones topicas con fase externa oleosa a partir de los PF
extraidos

3.2 Objetivos secundarios

e Realizacion de ensayos de calidad de las formulaciones topicas elaboradas.
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Figura 3: Objetivos principales y secundarios del estudio.

Elaboracion propia. Creado con BioRender.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Extraccion de los PF presentes en un AOVE rico en estos componentes

El estudio se llevo a cabo mediante el método de extraccion liquido-liquido, (LLE), (27). Para
la extraccion de estos compuestos presentes en un AOVE rico en estos componentes, de
variedad picual y de produccion ecologica, es necesario seleccionar un disolvente organico
polar, capaz de establecer interacciones con los grupos hidroxilo de los PF. Se deben
seleccionar disolventes seguros. Por ejemplo, aunque el fosfato de tributilo ha demostrado ser

efectivo, su uso se ha relacionado con riesgos ambientales y toxicos para la salud, (27, 28).

El procedimiento se llevo a cabo mediante etanol (EtOH), un alcohol polar considerado seguro
y disponible a gran escala. Tiene una densidad de 0,789 g/ cm® y un bajo punto de ebullicion

(78,3 °C) lo que facilita su posterior evaporacion, (29, 30, 31).

4.1.1 Extraccion mediante EtOH y hexano

Decantacion

En un embudo de decantacion se afiaden 10 gramos (g) de AOVE y 30 mililitros (mL) de
EtOH al 70% como disolvente, y se mezclan ambos por agitacion. Se llevan a cabo un total de
tres decantaciones continuas, seguidas de un proceso de contraextraccion con 10 mL de
hexano, un disolvente organico utilizado por su capacidad para extraer compuestos apolares
presentes en el AOVE favoreciendo la extraccion de los PF al reducir la presencia de sustancias

lipofilicas que podrian interferir en el proceso, (32, 33).
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Tras el proceso de extraccion y contraextraccion, se obtienen dos fases. Por un lado, el
disolvente con los compuestos polares del AOVE disueltos, entre los que se encuentran los

PF, y, por otro lado, el AOVE restante.

4.1.2 Extraccion mediante metanol / agua y hexano (MeOH / H>0)

Decantacién

Se utilizaron 40 g de AOVE y una disoluciéon de 96 mL de MeOH y 26 mL de H>O (80:20
v/v). El MeOH es un disolvente polar con un punto de ebullicion de 64,7 °C y una densidad

de 0,792 g/cm?, (32). Se afiaden 40 mL de hexano para realizar el proceso de contraextraccion.

Centrifugacion

M¢étodo de separacion de los componentes presentes en una muestra en funcion de ciertos
parametros, como la densidad, (9). El proceso se lleva a cabo utilizando los tubos Falcon de
MeOH, con el fin de separar posibles restos de AOVE presentes en el disolvente. Se realiza a

una temperatura de 20°C y 1.500 revoluciones por minuto (rpm) durante cinco minutos.

Rotacion
Técnica basada en la extraccion del disolvente mediante su evaporacion y posterior

condensacion. Se tienen en cuenta tres factores: la temperatura, la presion y la rotacion, (35).

La rotacion de MeOH se lleva a cabo a una velocidad moderada y a unos parametros iniciales
de 40°C y 80 milibares (mbar). Es opcional recubrir el matraz con papel de aluminio para

prevenir el enranciamiento de los PF. Esta etapa tiene una duracion de 30 minutos.

Liofilizacion

Me¢étodo de eliminacion del disolvente. En primer lugar, se congela la muestra para que se
encuentre en estado sélido y se pueda llevar a cabo la segunda etapa, donde se produce la
sublimacién del disolvente. La liofilizacion permite mantener la estructura y funcion de la

muestra al evitar vias de degradacion que podrian ocurrir a temperatura ambiente, (36).

El extracto obtenido mediante el proceso de rotacion se congela a -80° C durante 24 horas y
se liofiliza mediante un liofilizador Schneider Electric Harmony. Tras este proceso, se diluye
la muestra y se analiza mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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HPLC (High-Perforance Liquid Chromatography)

Me¢étodo utilizado para la caracterizacion y la deteccion de compuestos e impurezas. Para ello,
se inyecta la muestra en el puerto de inyeccion y atraviesa la columna cromatografica mediante
la fase mévil (FM), compuesta normalmente por H>O y un compuesto orgéanico. En la columna
se encuentra la fase estacionaria (FE), y la muestra establece interacciones con ambas fases,

produciéndose asi una separacion de los componentes.

Los compuestos cromoéforos, como el anillo de benceno, son identificados mediante detectores
al absorber la luz UV y emitir una sefial a una determinada longitud de onda. Sin embargo, los
compuestos no cromoéforos, como los triglicéridos, no absorben la luz UV y son detectados

mediante otros tipos de detectores, (37).

Para la deteccion de HT y OLE, se utiliza un HPLC con un filtro de 0,22 micrometros (uM),
una FM compuesta por ACN/H,0 y una fase estacionaria de columna reversa C18. El
acetonitrilo (ACN), a diferencia de otros disolventes, tiene una baja viscosidad dando lugar a

una separacion mas rapida y unos picos mas definidos en el cromatograma.

Se utiliza un equipo Hewlett Packard 1100 con un Diode Array Detector (DAD) 1260 Infinity
II, en longitudes de onda de 280 nandémetros (nm) para la deteccion de los compuestos
cromoforos. La identificaciéon de compuestos no cromoforos o impurezas se realiza mediante
un Refractive Index Detector (RID), que detecta desvios en la direccion de la luz causados por
los indices de refraccion de los componentes que no absorben la luz UV. Los datos se procesan

mediante el software ChemStation de Agilent.

4.2 Formulaciones topicas

4.2.1 Emulsion topica

El objetivo del estudio es desarrollar una formulacion dirigida a pieles secas y deshidratadas,
con la mayor cantidad de PF posibles, con una textura oleosa y una elevada permeabilidad,
para asegurar una adecuada absorcion y un efecto prolongado sobre la piel. Se lleva a cabo

una formulacion con fase externa oleosa (FO).

Se lleva a cabo la formulacion de la fase acuosa (FA) y la FO de forma independiente. Los
componentes solidos, como la masa estearica o el aceite de coco se calientan previamente
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mediante una placa calefactora para facilitar su incorporacién a la formulacion. Una vez
formuladas ambas fases, se afiaden los emulgentes y los componentes minoritarios (CM) a sus
respectivas fases. En este caso, se utilizan emulgentes pertenecientes a la FO y CM

pertenecientes a la FA excepto el tocoferol, de naturaleza oleosa.

Por ultimo, se adiciona gradualmente la FA sobre la FO dando lugar a una emulsion con fase

interna acuosa y fase externa oleosa (W/O).

4.2.2 Balsamo labial

La finalidad del estudio es desarrollar una formulacion dirigida a labios secos y/o agrietados
para proporcionarles hidratacion y reparacion. Para ello, se lleva a cabo una formulacién W/O,
donde la textura oleosa favorece su aplicacion y una textura emoliente al labial. Se formula

mediante el mismo procedimiento descrito en la emulsion.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Extraccion de los PF
La LLE mediante MeOH/H>O ha demostrado ser eficaz para la extraccion de los PF presentes

en la muestra. Los resultados se observaron mediante HPLC (Anexo II).

En investigaciones realizadas previamente como las de Jiménez-Herrera S, Ochando-Pulido
JM y Martinez-Ferez donde se comparan diversos métodos de extraccion, se afirma que LLE
es capaz de extraer toda clase de PF. Sin embargo, otras técnicas de extraccion como la sélido-
liquido, no son eficaces para extraer compuestos de naturaleza glucésida, como la OLE.

Mediante el estudio se corrobora la eficacia de la técnica LLE para extraer toda clase de PF.

5.1.1 Extraccion mediante EtOH v hexano

Durante el proceso de decantacion, el EtOH se sitlia en la fase superior debido a su menor
densidad respecto al AOVE. Los PF disueltos en el EtOH, se concentran al evaporar el

disolvente mediante rotacion. Esta etapa tiene una duracion de 45 minutos.

No se detecto la presencia de PF mediante HPLC, lo que indica que el disolvente empleado no

fue adecuado para la extraccion de estos compuestos. La contraextraccion mediante hexano
13



resulto ser ineficaz debido a que se trata de dos liquidos parcialmente miscibles entre ellos,

por lo tanto, no se produce una separacion efectiva entre ambas fases.

A diferencia de diversos estudios previos como el llevado a cabo por K. Waszkowiak, no se
puede confirmar la capacidad del EtOH al 70% para la extraccion de PF. Los resultados
obtenidos podrian corroborar las investigaciones de M. Libran C, Mayor L, M. Garcia-Castello
E y Vidal-Brotons D, donde afirman que existen varios pardmetros como la concentracion, el

tiempo de extraccion o la temperatura, que pueden afectar al rendimiento del proceso.

5.1.2 Extracciéon mediante MeOH/ H,O vy hexano

Durante el proceso de decantacion, el MeOH se situa en la fase superior debido a su menor
densidad respecto al AOVE. Una vez separadas ambas fases, los PF disueltos en la disolucion
de MeOH/H;O se concentran al evaporar el disolvente por rotacion durante 30 minutos. Este
proceso tiene una duracion menor que con el disolvente utilizado anteriormente, ya que el
MeOH tiene un punto de ebullicién mas bajo que el EtOH. Por lo tanto, a la misma temperatura

se evapora con mayor facilidad, lo que permite llevar a cabo un proceso de rotacion mas rapido.

Tras este proceso, se lleva a cabo la liofilizacion, donde se obtienen 120 mg de extracto que
se diluyen en 8mL de H>O, y, posteriormente, en una dilucion 1:1 de ACN/ H,O. De esta
dilucién se extraen 10 pL para poder identificar el extracto mediante HPLC. La FM, ACN/H>O,
es polar al igual que la OLE. Por ello, la OLE queda mds tiempo retenida en la columna

cromatografica y se detecta en tiempos mayores que el HT, un compuesto parcialmente polar.

Dado que el HT y la OLE presentan en su estructura quimica grupos cromoforos, como los
anillos de benceno, y absorben luz UV a 280 nm, pueden ser detectados mediante DAD1 A
(280 nm). A una velocidad de flujo de 0,8 mL/min, el HT aparece en el minuto 11,291,
mientras que la OLE lo hace aproximadamente en el minuto 23. Seglin se evidencia en estudios

previos con el mismo tiempo de retencion, (34). (Anexo II).

Estos resultados permitieron confirmar la eficacia del disolvente MeOH/H>0O en proporciones
80:20 (v/v) para la extraccion de PF. Ademas, resulto util la contraextraccion realizada con
hexano, debido a que el MeOH y el hexano son dos compuestos totalmente inmiscibles entre
ellos. También se puede determinar la presencia de impurezas mediante RID 1.
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Estos resultados confirman los datos obtenidos en investigaciones previas como las de Mora-
Barrantes JC y Morera Ramos L, donde afirman que el MeOH puro no tiene la capacidad de
extraer gran cantidad de PF por su capacidad limitada para disolver compuestos altamente
polares. Sin embargo, el rendimiento de la reaccion aumenta en presencia de H>O. Los
resultados coinciden con otras investigaciones, como la realizada por Radzali SA, Markom M
y Saleh NM donde comprueban la eficacia de la disolucion de MeOH/H20 como disolvente

en procedimientos de extraccion.

En el caso de utilizar MeOH puro, el hexano podria mezclarse parcialmente con el disolvente
sin producirse una separacion definida de las fases, resultando ineficaz el proceso de

contraextraccion.

5.2 Formulaciones topicas

5.2.1 Emulsion topica

El objetivo era desarrollar una emulsion con la mayor cantidad de PF posible. Por eso, se
realizaron formulaciones con una alta proporcion de FO, dando lugar a dos primeras
formulaciones inestables y a la necesidad de disminuir esta fase progresivamente. Se desarrollo
la formulacion C, la cual, a pesar de encontrarse ligeramente saturada, demostro ser estable,

pero no contaba con la textura oleosa deseada para pieles secas y agrietadas.

Se incorporaron emulgentes y agentes espesantes como el alcohol estearilico y la
carboximetilcelulosa, que actlian como estabilizantes y contribuyen a una textura mas
cremosa. Se aumento la cantidad de emulgentes hasta un 10% y la proporcidon de aceites con
propiedades emolientes, como el aceite de caléndula, el monoestearato de glicerilo y el alcohol
estearilico. Por ultimo, se redujo la cantidad de propilenglicol, un humectante que proporciona

una textura acuosa.
Estos cambios dieron lugar a la ultima formulacion, que ademas de ser estable, contaba con la

textura deseada. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 1, en la Imagen 1 y

en la Imagen 2.
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%A %B %C

FASE ACUOSA 30 35 37
Agua de hamamelis 20 25
Propilenglicol 10 10 17
Glicerol 20
Carboximetilcelulosa

M) FASEOLEOSA 53 5t b
AOVE 23 3 5
Aceite de coco 1 IS_ 16
Aceite de caléndula 3*‘? 3“? 3
Aceite de aguacate 3.5 3.5 3.
Masa estearica 12 3 4.5
Monoestearato de glicerilo
Alcohol estearilico

» EMULGENTES 3 7 7
Masa estearica -
Span 80 3 3
Glicerilo 3
Miristato de isopropilo 2
Monoestearato de glicerilo 2
OTROS 7 7 7 @
Tocoferol 5 .

i

——

bt ot 8

v

1.
1;

W

1, "
Acido ascorbico 1, 1.5
Acido citrico 1
Dexpantenol 1
Acido hialurénico 1
Colageno marino 1

i 1
1 1
1 1
1 1 Imagen 2: Formulacion B (FB)
Tabla 1: Formulacion de 30 gramos de emulsion.

Creado con BioRender. Imagen 1: Formulacion de la emulsion correspondiente a la formulacion A (12/03/2025).

Imagen 2: Formulacion correspondiente a la formulacion B (13/04/2025).

En contraste con los valores establecidos por el Formulario Nacional (FN), se elaboraron
formulaciones con una proporcion de FO superior a la recomendada, dando lugar a emulsiones
inestables. Al reducir progresivamente el contenido de la FO, se logr6 una formulacién final
que, teniendo en cuenta la naturaleza de los emulgentes y de los CM, se encuentra ligeramente
saturada. Sin embargo, como las diferencias respecto a los valores recomendados son minimas,
se obtiene una formulacion estable. Estos resultados respaldan la importancia de ajustarse a
los valores recomendados por el FN y a la importancia de una correcta seleccion de los

emulgentes para garantizar una adecuada formacion de la emulsion.

5.2.2 Balsamo labial
El objetivo de la formulacion era desarrollar una formulacion estable con la mayor cantidad
de PF posibles. La formulacion demostrd ser estable con una aplicacion uniforme y textura

homogénea. Los resultados se muestran en la Tabla 2 y en la Imagen 3.

A diferencia de los datos establecidos en el FN, donde se recomiendan valores maximos del
50% para la FO, esta formulacion presenta una proporcioén superior al tener en cuenta la
naturaleza de los emulgentes. Sin embargo, la formulacion demuestra ser estable. Este

resultado podria deberse a que, aunque la formulacién se encuentra saturada, no existen
16



diferencias significativas con los datos establecidos. El estudio confirma la importancia de

ajustarse a los valores proporcionados por el FN para elaborar formulaciones estables.

N COMPONENTES %

FASE ACUOSA 40
Glicerol

Dexpantenol

38
2
N
FASE OLEOSA 50 -

AOVE 25
Masa estedrica 83
Ciclometicona 8.2
Aceite de abeja 7

Talco 1,5

g—
EMULGENTES 10 -

Miristato de isopropilo 5

Monoestearato de 5
glicerilo

Imagen 3

Tabla 2: Formulacion de 10 gramos de balsamo

Creado con BioRender. Imagen 3: Formulacion del balsamo (3/04/2025).

5.3 Controles de calidad de las formulaciones tépicas
5.3.1 Ensayo de reproducibilidad (E.R) — 29/ 04/ 2025

Evalua la capacidad de replicar un estudio y obtener unos resultados idénticos, y, por lo tanto,
fiables. Se trata de un ensayo fundamental para demostrar la validez de la formulacion. Existen
dos métodos principales: por un lado, el ensayo de repetibilidad, en el que la formulacion se
realiza bajo condiciones idénticas, es decir, el mismo dia y con parametros ambientales
constantes y, por otro lado, el ensayo de reproducibilidad, que se realiza en distintos dias y

bajo condiciones ambientales menos controladas, (38).

El estudio se realiza mediante el ensayo de reproducibilidad dado que permite demostrar una
validez mayor de la formulacion al justificar que pequeias variaciones en los factores externos

no afectan a la calidad de la formulacion. Los resultados se muestran en la Imagen 4.

FI Rl R2 R3 R4RS

Imagen 4: E.R de la emulsion y el balsamo respectivamente
(FI: Formulacion inicial, R1: Réplica 1, R2: Réplica 2, R3: Réplica 3, R4: Réplica 4, R5: Réplica 5)
(v reproducible/ x no reproducible). Elaborado con BioRender.
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Las formulaciones realizadas se pueden considerar reproducibles, dado que unicamente la
réplica 3 (R3) de la emulsidon no tiene propiedades idénticas al resto. Estos resultados
confirman los métodos utilizados previamente en otras investigaciones, como las realizadas
por Kowalska M, Ziomek M y Zbikowsk, donde afirman que un estudio puede considerarse

reproducible si, al realizar seis formulaciones, solo una de ellas difiere del resto.

5.3.2 Ensayos de las caracteristicas organolépticas (O.C)

Este analisis se realiza mediante el protocolo de evaluacion sensorial. Los resultados obtenidos

se pueden observar en la Tabla 3 y en la Imagen 5.

AROMA COLOR TEXTURA

EMULSION BALSAMO EMULSION BALSAMO EMULSION BALSAMO
24 [7[35]42[49 24735424924 35 [ 4249 | 24 35 [ 4249 | 24 35 [42[49 | 24 35 [42] 49
h|d|d|d|d|h|d|[d]|d|d|h|7d[d]|d|d]|h|7d|]d[d]|d|[h]|7d]d|[d]|d|h|7d]d]|]d]|d
E|la|lalalalalalalalH|[H|[N|[N|[N|H|[H|H|H]|H
Fila|lAalc|lc|cla|Aa|salsa|la|ceE|lc|lalalalAalAala|lAalAa|lL|L|H|H|H|L|L|L|L]|L
R Ela]JalalalalalalJalH|[H|[N|[N|[N|[H|[H|[H]|H][H
L |Aalalclclclafa|sa|sa|salec|lclAalAa|lAa|lAa|lAalAalalalL|L|H|H|H|L|L|[L|L]|L
R E|A|A|A][A]A H|H|N|[N|N|H|H|H|H][H
2 lajajlalalclalalclclalec|c|lalAala|lA|A|EC|EC|Ec|L|L|H|H|H|L|L|L|L]|L
R E|E[|A]AalAalalAalala|A|[N|[N|[N|[N|[N|[H|[H|H|H]|H
slalajalalalajalajalalajalajalalalalalala|lda|H|H|H[H|[L|L|L|L]|L
R E|A|A|A|A|[A|A|A|[A|[H|H|[N|[N|[N|[H[H|[H|[H[|H
4 |ajalalalalalalalalalec|c|R|IR|[R|AJA|lA|lAlA|lL|L|(H|H|H|L|L|L|L]|L
R E|lAa|lAalalala A|H|H|[N|[N|[N|H|H|[H|[H]|H
s lajalalalalajalc]lclAalEc|]c|R|R|R|A|JAJEC|EC|A|L|L|H|H|H|L|L|L|L]|L

Tabla 3: Resultados obtenidos en los ensayos de O.C. AA: Amarillo Acido. AR: Amarillo Arena. EC: Amarillo Ceroso. C: Aroma Ceroso.
A: Aroma aceite. SA: Sin Aroma. HL: Textura Homogenea Ligera. NH: No homogénea.

Hasta la tercera semana, todas las formulaciones conservaron su estabilidad, a excepcion de la

R3 de la emulsion, la cual presento inestabilidad desde el inicio del estudio.

Imagen 5: Réplicas de la emulsion tras tres semanas de formulacion.

(A:R1,B: R2, C/F: R3, D: R4y E: RS).
Como se puede observar en la Imagen 6, a partir de la quinta semana se observa un proceso de
desestabilizacion en el resto de emulsiones. En relacion con los balsamos, el analisis visual
realizado no mostro variaciones en sus propiedades fisicas a lo largo del tiempo, lo que indica

que las emulsiones mantuvieron sus caracteristicas iniciales durante el periodo de evaluacion.

Imagen 6: Réplicas de la emulsion tras cinco semanas de la formulacion.

(A: FL, B: R1, C: R2, D: R3, E: R4y F: RS).
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Considerando que ambas formulaciones contienen elevadas concentraciones de FO, y que los
balsamos han demostrado estabilidad a lo largo del tiempo, mientras que las emulsiones no,
es posible que cualquier minima variacion en las condiciones ambientales o de
almacenamiento pueda inducir un proceso de desestabilizacion, tal como menciona Anica
Petkovic en su estudio sobre la estabilidad oxidativa de las emulsiones. Este hecho corrobora

la importancia de respetar los limites establecidos por el FN.

5.3.3 Ensayo de determinacion del signo de emulsion (E.S) — 9/05/2025

Se basa en el principio de que las emulsiones con FO externa no son miscibles en agua, (39).
Para llevar a cabo el estudio, se afiade H>O en una probeta con una pequena cantidad de la

muestra, la ausencia de turbidez en el agua indicara que se trata de una formulacion W/O, (40).

Se observa un cambio en la integridad de la R4 de la emulsion al entrar en contacto con el
agua. Respecto a los balsamos, todas las formulaciones mantuvieron sus caracteristicas

iniciales sin alteraciones. En la Imagen 7 y en la Imagen 8 se muestran los resultados obtenidos.

Imagen 7: E.E de las emulsiones Imagen 8: E.E de los balsamos
dispuestas secuencialmente. (Se dispuestos secuencialmente. (Se
observan de izquierda a derecha: observan de izquierda a derecha: FI,
FL R1,R2, R3, R4, R5). R1, R2, R3, R4, R3).

Como mencionan S. Cumbreno y F. Pérez en sus estudios sobre la estabilidad del signo de
emulsion, al tratarse de una emulsion con FO externa, presenta caracteristicas apolares, y, por

lo tanto, es inmiscible con el agua debido a su naturaleza polar, (41).

Este estudio corrobora la eficacia del procedimiento descrito en el FN para determinar el signo
de emulsion. Se pudo confirmar que la mayoria de las formulaciones no sufrieron una
inversion de las fases, con excepcion de la R4 de la emulsion, la cual, si sufrio variaciones al
entrar en contacto con el H,O, demostrando inestabilidad en su signo de emulsion. Este hecho
podria deberse a que factores externos, como la temperatura, hayan inducido un cambio en sus

fases.
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5.3.4 Ensayo microbiologico (E.M)

El ensayo permite determinar los microorganismos presentes en las formulaciones,
garantizando su seguridad microbioldgica. El recuento microbiano en agar sangre se considera
el método de eleccion debido a su alta eficacia en la deteccion de microorganismos, tal como
mencionan algunos autores como Cordero-Ramos en sus estudios sobre microbiologia, (42).
Se complementa con la realizacion del ensayo en Mueller-Hinton (MHA), para tener un
espectro mas amplio de microorganismos detectables. Estos dos medios de cultivo se
diferencian en su capacidad para favorecer el crecimiento de distintos tipos de
microorganismos. MHA es un medio de cultivo donde se reproducen bacterias de crecimiento
rapido, mientras que el agar sangre estd enriquecido, permitiendo el crecimiento de

microorganismos que necesitan condiciones mas especificas, (43).

El ensayo se realiza tras cinco semanas de la elaboracion de las formulaciones, con una
duracion de dos semanas. Por un lado, el estudio se lleva a cabo sin la presencia de PF y por
otro, utilizando los compuestos previamente extraidos. Esta comparacion permite analizar de
manera cualitativa como estos componentes influyen en el comportamiento y en las
propiedades de las formulaciones. Para realizar este ensayo, se disuelve una pequea cantidad

de la muestra en H>O y se lleva a cabo la siembra en el medio de cultivo.

Respecto a la emulsion, no se observd contaminacion en ninguna de las muestras utilizadas
para el ensayo sin la presencia de PF. Sin embargo, con la presencia de estos compuestos se
observo contaminacion en la R1 y RS en MHA y en la R1, R2 y R4 en agar sangre. Esto se
puede deber a una contaminacion por factores externos durante el desarrollo del ensayo. En
los balsamos se detectd contaminacion microbiana en la mayoria de las formulaciones en
ambos medios de cultivo, con y sin la presencia de extracto. La evolucion del estudio se puede

observar en el Anexo III y los resultados obtenidos en la Tabla 4 y en la Tabla 5.

MHA AGAR SANGRE

SIN PFMHA PF /;?I\? I])QFSANG];]IE: SIN PF PF SIN PF PF
FI - - - - FI - + - -
R1 - + - + R1 - - + -
R2 - - - + R2 + + -
R3 - - - - R3 + - -
R4 - - - + R4 + - - -
RS - + - - R5 , + + -

Tabla 4: E.M en la emulsion. Tabla 5: E.M en el balsamo
(- ausencia de contaminacion y + presencia de contaminacion). (- ausencia de contaminacion y + presencia de contaminacion).
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El balsamo presentd6 una contaminacidn mayor en comparacion con la emulsion. Esta
diferencia podria deberse a que la emulsion posee un mejor balance de emulgentes, de
humectantes y de AOX, como el &acido ascoérbico y el tocoferol, que favorecen el
mantenimiento de la estabilidad y reducen la carga microbiana. Mientras que, el balsamo no

contiene ni conservantes ni AOX siendo mas susceptible a la contaminacién microbiana.

Los PF no mostraron actividad antimicrobiana en los balsamos cuando se evaluaron en MHA,
pero si se pudo observar en el medio de agar sangre. Esto podria demostrar la eficacia de los
PF frente a cepas que requieren condiciones de crecimiento mas exigentes, pero no frente a
cepas de crecimiento rapido o menos exigentes. Sin embargo, en el caso de la emulsion,
también se presencia contaminacion en el medio de agar sangre. Por lo tanto, no se pueden
obtener resultados concluyentes de la actividad antimicrobiana de los PF, a diferencia de

estudios previos como el de Toshitsugu Taguri sobre la actividad antimicrobiana de los PF.

5.3.5 Ensayo de fotosensibilidad (E.F)

Las radiaciones UV pueden producir alteraciones en las caracteristicas organolépticas de las
formulaciones, (44). Se realiz6 un estudio a lo largo de dos semanas comparando las
diferencias entre las formulaciones protegidas y las expuestas a la luz UV. Ademas, en el caso

de las emulsiones, se observo la influencia de los PF (Anexo IV).

Respecto a la eficacia de los PF, no se produjeron modificaciones en las caracteristicas
organolépticas de las emulsiones expuestas a la luz UV sin PF, con excepcion de la R4. Sin
embargo, con la presencia de PF, estas alteraciones no se observaron en la misma. Por el
contrario, si se observaron alteraciones en la R2 con la presencia de estos componentes. En
cuanto a los béalsamos, no se observaron modificaciones significativas tras la exposicion

prolongada a la luz UV en ninguna de las réplicas obtenidas.

Respecto a la eficiencia del envase opaco, no se observaron diferencias significativas entre las

formulaciones protegidas y las expuestas de ambas formulaciones.

A diferencia de estudios previos, como el de Anica Petkovic sobre la mejora de la estabilidad
oxidativa de emulsiones cosméticas con extractos de plantas, no es posible obtener
conclusiones definitivas sobre la influencia de la radiacién UV directa en la estabilidad de las
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formulaciones. Dado que, en la mayoria no se produjeron modificaciones. En el estudio
realizado por Petkovic no se especifica la duracion del ensayo, por lo tanto, las modificaciones

podrian deberse a una exposicion mas prolongada a la luz UV.

No es posible obtener resultados definitivos sobre la eficacia de los PF para evitar las
modificaciones organolépticas causadas por la luz UV. Dado que, en el caso de la R4 de la
emulsion, que sufri6 modificaciones en sus caracteristicas organolépticas cuando se
encontraba expuesta a la luz UV sin la presencia de estos componentes, no las sufrié con PF.
Sin embargo, la R2 si sufrié modificaciones. Seria necesario realizar investigaciones a mayor

escala que permitan obtener resultados mas concluyentes.

No es posible determinar la eficiencia del envase opaco al no existir diferencias significativas

entre las formulaciones protegidas y expuestas a la luz UV.

5.3.6 Ensayo de pH - 8/05/2025

La piel presenta un pH acido que la protege frente a patdégenos externos, agentes irritantes y la
pérdida de humedad. Las formulaciones topicas deben respetar este valor para evitar alterar el
equilibrio cutaneo. Por ello, las formulaciones elaboradas deben rondar a un pH aproximado

de 4,5 - 6.

Para llevar a cabo este ensayo, se humedece la muestra a analizar con una tira reactiva con la
capacidad de determinar intervalos de pH. Se compara visualmente el color obtenido con los
estandares establecidos, (45). En la formulacion inicial de la emulsion se observa un pH
aproximadamente igual a 7, por ello, se afiade una disolucion de 4cido citrico (AC) en H,O
para acidificar la formulacion. En el resto de formulaciones se obtienen valores iniciales de

pH dentro del rango (Anexo V).

De acuerdo con el articulo sobre la capacidad del AC para acidificar una formulacion del pH
llevado a cabo por Maxwell LCorso, (46). La disolucion de AC/H>O resultd ser eficaz para
reducir el pH. Esto se confirm6 mediante la formulacién inicial de la emulsion, la cual
presentaba un pH superior al recomendado para la piel facial. Sin embargo, el pH disminuy6

significativamente tras la adicion de la disolucién, ajustandose a los valores de pH 6ptimos.
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5.3.7 Ensayo de extensibilidad (E.X) - 8/05/2025

Tiene como objetivo medir la capacidad de una formulaciébn para extenderse
homogéneamente. En el caso de los balsamos, el ensayo se realizo utilizando el formato roll-
on para poder evaluar si la formulacion es apta para este tipo de formato. Sin embargo, en el

caso de las emulsiones, el ensayo se llevo a cabo sobre la piel.

En el caso de las emulsiones, el E.X no mostré resultados positivos, esto podria deberse a la
inestabilidad de las formulaciones que dieron lugar a una extensibilidad no uniforme sobre la
piel. Sin embargo, en el caso de los balsamos, demostraron ser aptos para su presentacion en

formato roll-on. El resultado del ensayo en los balsamos se puede observar en la Tabla 6.

35d
|FI ||R1“R2HR3|’R4|RS|

ALTA [ ) { J [ J [ ] |
MEDIA o e |
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Tabla 6: E.X del balsamo. Imagen 9: Fomato roll-on.

Creado con BioRender.

5.4 Sostenibilidad ambiental, social o econémica
Para la realizacion de las formulaciones se tuvieron en cuenta varios aspectos como la
educacion de calidad, la salud y el bienestar, la vida de los ecosistemas terrestres y, por ultimo,

la produccion y el consumo responsables.

El AOVE empleado en las formulaciones ha sido obtenido a partir de olivares situados en Jaén.
Su extraccion se realiza mediante procedimientos mecénicos, sin llevar a cabo procesos de
refinado ni tratamientos quimicos que puedan generar emisiones toxicas. Ademas, al tratarse
de un producto de origen ecoldgico, esta libre de pesticidas y fertilizantes quimicos sintéticos,

minimizando el impacto ambiental y contribuyendo a la conservacion de la biodiversidad.

Para las formulaciones tdpicas, ademés de utilizar AOVE como componente principal en
ambas formulaciones, se han incorporado otros componentes de origen natural por sus
propiedades beneficiosas para la piel. En el caso de la emulsion, se ha utilizado el agua de
Hamamelis por sus propiedades calmantes, (47). El aceite de coco y el aceite de caléndula por
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sus propiedades hidratantes y antinflamatorias, (48). El aceite de aguacate por su alto
contenido en acidos grasos esenciales que ayudan a la regeneracion cutanea. El tocoferol y el
acido ascorbico por sus propiedades antioxidantes, (49). El acido citrico para regular el pH. El
dexpantenol y el &cido hialurénico por sus propiedades hidratantes, (50). Y, por ultimo, el

colageno marino para proporcionar firmeza a la piel, (37).

Para el balsamo, se han utilizado otros compuestos como el aceite de abeja que actiia como
agente oclusivo al formar una barrera protectora sobre la piel, ayudando a retener la humedad,
(51). También contiene dexpantenol, que favorece la hidratacion y la reparacion de la barrera

cutanea, (52).

La sostenibilidad de las formulaciones cosméticas ha adquirido una gran importancia en la
investigacion cientifica por la alta demanda de productos de origen vegetal, éticos y

sostenibles. El envase utilizado para las formulaciones es de vidrio biofotonico reciclable.

5.5 Limitaciones del estudio

a. Extraccion de PF mediante EtOH: El estudio se llevo a cabo mediante EtOH al 70%, sin

obtener los resultados esperados. La eficiencia del proceso puede verse influenciada por
procesos de oxidacion y de degradacion si no se controlan adecuadamente ciertos factores
externos, como la temperatura o el pH. En el estudio, no se aplicaron condiciones de
laboratorio controladas rigurosamente, lo que pudo haber sido un factor limitante para el
rendimiento de la extraccion.

b. Seleccion limitada de disolventes: La extraccion se llevo a cabo mediante EtOH al 70% y

MeOH/H;0. El estudio podria ampliarse teniendo en cuenta otras concentraciones de
EtOH o mediante otros disolventes como la acetona y el isopropanol.

c. Condiciones ambientales no controladas rigurosamente: El estudio no se realizd en

condiciones de laboratorio controladas estrictamente, lo que pudo afectar al rendimiento
de la extraccion y a la estabilidad de las formulaciones.

d. Escala de laboratorio: En el estudio se desarrollan seis formulaciones cosméticas,

limitando la capacidad de comparar en profundidad el efecto de distintos excipientes o de
las cantidades del extracto. Un mayor nimero de formulaciones habria permitido un

analisis mas detallado.
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6.

CONCLUSIONES

El método de LLE result6 ser eficaz para la extraccion de PF presentes en la muestra
mediante el disolvente MeOH/H20 80:20 (v/v).

Se obtienen 120 mg / 8 mL (15 mg / mL) de PF a partir de la muestra analizada.

Cada emulsion de 30 gramos contiene de media 4,5 mg de PF, y, cada balsamo de 15
gramos, 2,25 mg.

Las condiciones de almacenamiento incluyen significativamente en la estabilidad de las

formulaciones.

6.1 Futuras lineas de investigacion

Los resultados obtenidos y las limitaciones encontradas durante el estudio dan lugar a diversas

propuestas de investigacion.

a.

Comparacidén entre distintos métodos de extraccion: Analizar las diferencias en el

rendimiento y la eficacia entre las técnicas solido-liquido y liquido-liquido para seleccionar
la técnica mas adecuada en la extraccion de HT, debido a que la OLE no es apta para la
extraccion solido-liquido. Se pueden considerar otras técnicas como ultrasonido y
microondas.

Comparacion entre distintas concentraciones de EtOH y MeOH/H»O: Analizar distintas

concentraciones para comparar la eficiencia de los disolventes en diferentes
concentraciones.

Elaboracion de las formulaciones en condiciones de laboratorio controladas: Elaborar las

formulaciones bajo condiciones de laboratorio estrictamente controladas.

Uso de residuos: Considerar la revalorizacion de los residuos generados durante el proceso

de extraccion, desde una perspectiva de sostenibilidad y economia circular.
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8. ANEXO I: INDICE DE ABREVIATURAS
AC: Acido citrico

ACN: Acetonitrilo

ADN: Acido Desoxirribonucleico
AOC: Aceite de Oliva Crudo

AOX: Antioxidante

AOV: Aceite de Oliva Virgen
AOVE: Aceite de Oliva Virgen Extra
AQOL: Aceite de Oliva Lampante
CM: Componentes minoritarios
DAD: Diode Array Detector

E.F: Ensayo de Fotosensibilidad
E.M: Ensayo Microbiologico

E.R: Ensayo de Reproducibilidad
E.S: Signo de Emulsion

E.X: Ensayo de Extensibilidad
EtOH: Etanol

FA: Fase Acuosa

FE: Fase Estacionaria

FM: Fase Movil

FN: Formulario Nacional

FO: Fase Oleosa

g: Gramos

g/cm?: Gramos por centimetro clibico
H>0: Agua

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography
HT: Hidroxitirosol

IL: Interleucina

LDL: Low-Density Lipoprotein (Lipoproteinas de baja densidad)
LLE: Liquid-Liquid Extraction
Mbar: Milibar

MeOH: Metanol

mg: Miligramos



mL: Mililitro

MHA: Mueller-Hinton Agar

um: Micrometro

nm: Nanometro

0.C: Caracteristicas Organolépticas
OLE: Oleuropeina

PF: Polifenoles

R: Réplica

RID: Refractive Oxygen Species
ROS: Reactive Oxygen Species (Especies reactivas de oxigeno)
RPM: Revoluciones Por Minuto
TG: Triglicéridos

UV: Ultravioleta

V/V: Volumen por Volumen

W/O: Water in Oil
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ANEXO II: IMAGENES DE LOS RESULTADOS OBETENIDOS

POR HPLC

DADY A, Sig=280.4 Ref=off (Biotransfo...n 7_3_25 2 TFG Plantarum 2025-03-07 17-18-03\065-26-1Lau Abajo.D)

Imagen 10: HPLC: Extraccion de PF mediante MEOH. (7/03/2025).

H
o
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0
H
H- 0

¢

H
Imagen 11: HT. Obtenida de Pubchem. Imagen 12: OLE. Obtenida de Pubchem.
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10. ANEXO III: IMAGENES DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
LOS ENSAYOS MICROBIOLOGICO (E.M)

ENSAYO MICROBIOLOGICO DE LA EMULSION TOPICA
o DIA1

SIN EXTRACTO CON EXTRACTO

Y

Imagen 13: Resultados obtenidos en el E.M de la emulsién Imagen 14: Resultados obtenidos en el E.M de la
(sin extracto) tras 24h del sembrado. emulsion (sin extracto) tras 24h del sembrado.
A la izquierda, cultivo en medio Mueller Hinton; a la A la izquierda, cultivo en medio Mueller Hinton; a la
derecha, cultivo en agar sangre. (1: FI, 2: R1, 3: R2, 4: R3, derecha, cultivo en agar sangre. (1: FI, 2: R1, 3: R2, 4:
5:R4y6:RS). R3,5: R4y 6:R5).
o SEMANA 1

Imagen 15: Resultados obtenidos en el E.M de la emulsion tras siete dias del sembrado.

(S.E: sin extracto, ext: extracto). A la izquierda, cultivo en medio agar sangre; a la derecha, cultivo en medio Mueller- 34
Hinton. (1: FI, 2: R1, 3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: RYS).



o SEMANA?2

SIN EXTRACTO

Imagen 16: resultados obtenidos en el E.M de la emulsién Imagen 17: resultados obtenidos en el E.M de la emulsion
(sin extracto) tras dos semanas del sembrado. (sin extracto) tras dos semanas del sembrado.
Culivo en medio Mueller Hinton, (1: FL, 2: R1, 3: R2, 4: Cultivo en medio Mueller Hinton, (1: FI, 2: R1, 3: R2, 4:
R3,5:Réy 6: RS). R3,5:Réy 6: R5).

CON EXTRACTO

Imagen 18: Resultados obtenidos en el E.M de la emulsion (con extracto) tras dos

semanas del sembrado.
En la parte superior, culivo en medio Mueller Hinton; en la parte inferior, cultivo en

medio agar sangre, (1: FI, 2: R1,3:R2,4: R3,5: R4y 6: RS).
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ENSAYO MICROBIOLOGICO DEL BALSAMO LABIAL
o DIA]

SIN EXTRACTO CON EXTRACTO

=y

Imagen 19: Resultados obtenidos en el E.M del Imagen 20: Resultados obtenidos en el E.M del
bélsamo (sin extracto) tras 24h del sembrado. balsamo (con extracto) tras 24h del sembrado. A la
A la izquierda, cultivo en medio agar sangre y a la izquierda, cultivo en medio agar sangre y a la
derecha, cultivo en Mueller-Hinton, (1: FI, 2: R1, 3: derecha, cultivo en Mueller-Hinton, (1: FI, 2: R1, 3:
R2,4:R3,5: R4y 6:R5). R2, 4: R3, 5: R4y 6: R5).
e SEMANA 1

SIN EXTRACTO CON EXTRACTO

W T

Imagen 21: Resultados obtenidos en el E.M del balsamo (sin Imagen 22: Resultados obtenidos en el E.M del

extracto) tras una semana del sembrado. bélsamo (con extracto) tras una semana del sembrado.

En la parte superior, cultivo en medio agar sangre y, enzona A la izquierda, cultivo en medio Mueller-Hinton y, a

inferior cultivo en Mueller-Hinton, (1: FI, 2: R1, 3: R2, 4: la derecha cultivo en agar sangre, (1: FI, 2: R1, 3: R2,
R3,5: R4y 6: R5). 4:R3,5: R4y 6:RS).
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SEMANA 2

SIN EXTRACTO

Imagen 23: Resultados obtenidos en el E.M del balsamo (sin extracto) tras dos semanas del sembrado.
A la izquierda, cultivo en medio Mueller-Hinton y, a la derecha cultivo en agar sangre, (1: FI, 2: R1,3: R2,4: R3, 5: R4y
6: R5).

CON EXTRACTO

Imagen 24: Resultados obtenidos en el E.M del balsamo (con extracto) tras dos semanas del sembrado.
A la izquierda, cultivo en medio Mueller-Hinton y, a la derecha cultivo en agar sangre, (1: FI, 2: R1,3: R2,4: R3,5: R4y
6: R5).
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11. ANEXO IV: IMAGENES DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO
DE FOTOSENSIBILIDAD (E.F)

ENSAYO FOTOSENSIBILIDAD DE LA EMULSION TOPICA

o DIA]

SIN EXTRACTO

=

N
I ———

AENEE
—————

Imagen 25: Resultados obtenidos en el E.F de la emulsion (sin extracto) tras 24h del inicio del ensayo.

(1: FL, 2: R1, 3: R2,4: R3, 5: R4 y 6: R5). (a: recipiente expuesto a la luz solar, b: recipiente opaco).

CON EXTRACTO

Imagen 26: Resultados obtenidos en el E.F de la emulsion (con extracto) tras 24h del inicio del ensayo.

(1: FL, 2: R1, 3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: R5). (a: recipiente expuesto a la luz solar, b: recipiente opaco).
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o SEMANA?2

SIN EXTRACTO

Imagen 27: Resultados obtenidos en el E.F de la emulsion (sin extracto) tras dos semanas.del inicio del ensayo.

(1: FL, 2: R1, 3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: R5). (a: recipiente expuesto a la luz solar, b: recipiente opaco).

CON EXTRACTO

Imagen 28: Resultados obtenidos en el E.F de la emulsion (sin extracto) tras dos semanas.del inicio del ensayo.

(1: FL, 2: R1, 3: R2, 4: R3, 5: R4y 6: RS). (a: recipiente expuesto a la luz solar, b: recipiente opaco).
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ENSAYO FOTOSENSIBILIDAD DEL BALSAMO LABIAL
o DIA]

Imagen 29: Resultados obtenidos en el E.F del balsamo (sin extracto) tras 24h.del inicio del ensayo.

(1: FL, 2: R1, 3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: R5). (a: recipiente expuesto a la luz solar, b: recipiente opaco).

o SEMANA1

Imagen 30: Resultados obtenidos en el E.F del balsamo (sin extracto) tras una semana del inicio del ensayo.

(1: FI, 2: R1,3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: R5). (a: recipiente expuesto a la luz UV, b: recipiente opaco).
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12. ANEXO V: IMAGENES DE LOS RESULTADOS DEL ENSAYO DE

pH

Formulaciéon | Emulsion

Balsamo

Fo

R1

R2

R3

R4

RS

w| | L] &N |

| | Q| | N »n

Imagen 31: Resultados obtenidos en del pH del balsamo.
(1: FI, 2:R1,3: R2, 4: R3, 5: R4 y 6: R5).

el ensayo del pH.

Tabla 7: Resultados obtenidos en
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