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RESUMEN

La planta Pelargonium odoratissimum conocida coloquialmente como “Malva olorosa”
es considerada un potencial medicinal debido a que en su composiciébn quimica
presenta metabolitos como flavonoides, cumarinas, taninos y alcaloides los cuales
proporcionan efectos terapéuticos en especial antimicrobianos. En base a esto se ha
desarrollado cremas antimicrobianas con extractos hidroalcohdlicos de la planta
siguiendo la formulacién original de Carnero Sigcha. Por ello, el objetivo del trabajo fue
realizar estudios de pre-estabilidad a la crema. Se evalué el control de calidad a la
droga cruda mediante ensayos reportando valores de; humedad 10,17%, cenizas
totales 4,49%, sustancias solubles en mezcla hidroalcohdlica (50%) 67,52%. Por otro
lado, en los analisis de control de calidad del extracto se obtuvieron valores de pH
5,83, solidos totales 3,25 g, densidad relativa 0.94 g/mL, indice de refraccion 1,36nD
y flavonoides totales 43,75 mg QUE/g estando dentro de los rangos permitidos segun
la literatura. Al extracto hidroalcohdlico se le midié la actividad antimicrobiana por
medio del método de difusién en disco frente a cepas bacterianas como Escherichia
coli, Staphylococcus aureos y fungicas como Candida Albicans donde se demostro
sensibilidad con halos de inhibicién de 19 mm y 18 mm. Se realizé un estudio previo
de estabilidad a la crema antimicrobiana evaluando semanalmente las caracteristicas
organolépticas (color, olor y aspecto), extensibilidad y pH para determinar si no existe
alguna alteracion fisica en la crema, ademas de ensayos de viscosidad, centrifugacion
y test de congelacién- descongelacién. Para el control microbiol6gico de la crema se
utilizé un agar Mdiller Hilton en donde hubo ausencia de crecimiento bacteriano y

fungico por lo que se constata que el producto esta en 6ptimas condiciones.

PALABRAS CLAVES: Pelargonium odoratissimum, crema, antimicrobiana, pre-

estabilidad, extracto, hidroalcohdlico



ABSTRACT

The plant Pelargonium odoratissimum, colloquially known as "Malva olorosa", is
considered to have medicinal potential because its chemical composition contains
metabolites such as flavonoids, coumarins, tannins and alkaloids, which have
therapeutic effects, especially antimicrobial effects. Based on this, antimicrobial creams
based on hydroalcoholic extracts of the plant have been developed following the
original formulation of Carnero Sigcha. Therefore, the aim of the work was to carry out
pre-stability studies on the cream. The quality control of the crude drug was evaluated
by means of tests reporting values of;, humidity 10.17%, total ash 4.49%, soluble
substances in hydroalcoholic mixture (50%) 67.52%. On the other hand, in the quality
control analysis of the extract, values of pH 5.83, total solids 3.25 g, relative density
0.94 g/mL, refractive index 1.36nD and total flavonoids 43.75 mg QUE/g were obtained,
which are within the permitted ranges according to the literature. The antimicrobial
activity of the hydroalcoholic extract was measured using the disc diffusion method
against bacterial strains such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus and fungi
such as Candida albicans, where sensitivity was demonstrated with inhibition halos of
19 mm and 18 mm. A previous stability study was carried out on the antimicrobial
cream, evaluating weekly the organoleptic characteristics (colour, odour and
appearance), extensibility and pH to determine if there is any physical alteration in the
cream, in addition to viscosity, centrifugation and freeze-thaw tests. For the
microbiological control of the cream, a Miller Hilton agar was used, where there was
an absence of bacterial and fungal growth, thus confirming that the product is in

optimum conditions.

KEY WORDS: Pelargonium odoratissimum, cream, antimicrobial, pre-stability,

hydroalcoholic, extract.
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INTRODUCCION

En la busqueda continua de soluciones naturales y efectivas para combatir las
infecciones causadas por microorganismos patégenos, se ha despertado un creciente
interés en el estudio de plantas medicinales con propiedades antimicrobianas. En este
contexto, la Pelargonium odoratissimum conocida coloquialmente como “Malva
olorosa”, ha emergido como un potencial recurso prometedor debido a sus
propiedades bioactivas. Esta planta pertenece a la familia de las geraniaceas, es
perenne, auto fértil, originaria del sur y este de Sudafrica por lo que se adaptan y
crecen en una variedad de condiciones ambientales. En Ecuador, se puede encontrar
en lugares con climas subtropicales, como en la parroquia Chantaco perteneciente a

la provincia de Loja (Ebrahimzadeh et al., 2021).

Noles & Rueda (2019) mencionan en su investigacién que el extracto hidroalcohélico
de Pelargorium odoratissimum, contiene diversos metabolitos como flavonoides,
alcaloides, cumarinas, taninos, saponinas y azucares reductores. Los cuales poseen
la capacidad para calmar la piel, reduce la inflamacién y evita la proliferaciéon de
microorganismos. Debido a estas potenciales caracteristicas medicinales se ha
considerado una crema farmacéutica a base del extracto hidroalcohdlico de

Pelargorium odoratissimum (Rovella et al., 2021).

Las cremas son formas farmacéuticas semisolidas, que se aplican directamente sobre
la piel. Pese a ser una de las presentaciones farmacéuticas mas antiguas, son
importantes en la medicina, especialmente en la dermatologia, pero también en
aplicaciones nasales, oftdlmicas para tratar heridas. La aplicacion topica resulta
atractiva puesto que posibilita la administracion directa del principio activo en una zona
especifica del cuerpo sin exponer todo el organismo, lo que reduce los problemas de

toxicidad y efectos secundarios (Herbig et al., 2023).

La estabilidad de medicamentos es importante en la industria farmacéutica, ya que
ayuda a garantizar la calidad, seguridad y efectividad. En especial, las cremas puesto
que son productos de uso cotidiano, por lo que actdan a nivel local y son de sencilla
administracién, haciendo énfasis en su comportamiento frente a factores de deterioro
como humedad, temperatura, luz y condiciones de almacenamiento (Aashigari et al.,
2019). Puesto que la falta de estudios de estabilidad en fitofarmacos puede conllevar
a modificaciones en su apariencia, textura, color, olor y degradacién de los metabolitos

presentes en la crema, lo que implica la reduccion de la eficacia, presencia de

12



microorganismos y en algunos casos originan compuestos que pueden llegar a ser

perjudiciales para la salud (Gelaleti et al., 2019).

El presente estudio tiene como objetivo abordar los estudios iniciales de la estabilidad
de una crema con actividad antimicrobiana a base del extracto de P. odoratissimum,
mediante una metodologia de corte transversal, experimental y descriptivo. El cual

mantiene al estudio con un enfoque investigativo cualitativo y cuantitativo.

Objetivos generales

Evaluar la pre-estabilidad de una crema con actividad antimicrobiana a base del
extracto de Pelargonium odoratissimum, mediante la determinacibn de sus

propiedades fisicoquimicas en el tiempo para lograr la calidad del producto final.

Objetivos especificos

e Evaluar los parametros de calidad de la droga cruda y el extracto
hidroalcohélico de Pelargonium odoratissimum.

e Determinar contenido de flavonoides totales presentes en el extracto
hidroalcohdlico.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de P.
Odoratissimum por medio de estudios in vitro.

e Valorar de manera inicial la estabilidad fisica de la crema de P. Odoratissimum

13



1. MARCO TEORICO

1.1 Pelargonium odoratissimum

La Pelargonium odoratissimum es una planta perenne conocida coloquialmente como
malva olorosa, geranio de manzana o malva blanca, la especie se destaca por ser
autofértil o hermafrodita puesto que presenta 6rganos femeninos y masculino. Las
hojas se encuentran presentes todo el afio y florecen a mediados de mayo a julio
(Ebrahimzadeh et al., 2021).

Esta planta puede crecer hasta 0.2 a 0.3 m de altura, sus hojas son verdes blandos
con un aroma fuerte a manzana y menta; de aproximadamente 30 a 40 mm de
diametro, las flores son pequefias con una coloracion lila palida con destellos blancos.
Crece en hébitats con areas sombreadas al este y sur de Sudafrica en suelos arcillosos
0 arenosos con un pH que oscila entre ligeramente 4cido, neutro y alcalino (Ospina
et al., 2016).

Figura 1. Fotografia de la planta Pelargonium odoratissimum, de propia auditoria

1.2 Composicion quimica

Segun Orchard et al., (2017) mencionan que la planta Pelargonium odoratissimum
contiene varios compuestos quimicos en diferentes proporciones. Algunos de estos
compuestos incluyen metileugenol en mayor cantidad, metilisoeugenol, limoneno,
fenchona, a-tujona, isomentona y p-cimeno. Estos compuestos confieren a las plantas
propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antifiangicas. Ademas, también se
encontré la presencia de fenilpropanoides en la fracciéon volatil del aceite esencial

obtenido de la planta.
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En base a los estudios realizados por Noles & Rueda (2019), donde se llevé a cabo un
andlisis fitoquimico en los extractos de hojas y tallos de Pelargonium odoratissimum,
reveld la presencia de diversos compuestos metabolicos, tales como alcaloides,

flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos y azlcares reductores.

1.2.1 Flavonoides. Consisten de 15 atomos de carbono (C6-C3-C6) dispuestos de
manera que dos anillos aromaticos se encuentran unidos por un puente de tres carbonos
(Mehari et al., 2021). Para Roy et al., (2022), este tipo de compuestos presenta una
estructura de 2-fenilcromano el cual es formado por la unién de un anillo bencénico con
un anillo heterociclico, mientras que en la posicion 2 esta unido a un anillo fenilo, de los

cuales, los principales son los flavonoles, flavan-3-oles y antocianinas.

13 Propiedades farmacoldgicas

De acuerdo con Yarboa et al., (2018) la planta Pelargonium odoratissimum, cuenta con
diversas propiedades benéficas para la salud. Estas incluyen efectos
anticancerigenos, antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes, antineuroinflamatorios
y antigripales. Ademas, al ser consumida en forma de alimentos o té, la planta también
brinda beneficios cardiovasculares, dentales y alivia trastornos gastrointestinales y
tépicos.

El uso topico del Pelargonium odoratissimum se emplea para tratar afecciones
cutaneas, neuralgias e infecciones de garganta gracias a sus propiedades
antimicrobianas. Ademas, su uso interno se recomienda para tratar la gastroenteritis,

la debilidad y controlar hemorragias (Ospina et al., 2016).
1.4  Actividad antimicrobiana

Diversas investigaciones han demostrado que el P. odoratissimum tiene propiedades
que ayudan a combatir infecciones, tanto de bacterias gram positivas como gram
negativas. Esto se debe a su alto contenido de geraniol y citronelol, asi como a otros
compuestos presentes en menor cantidad, como el linalol y el cariofileno (Ospina et al.,
2016).

Ademas, segun estudios realizados por Fernandez et al. (2023), se ha encontrado que
el Pelargonium odoratissimum contiene diversos compuestos quimicos, como
alcaloides, lignanos, flavonoides, estilbenos, polifendlicos, taninos, terpenos, quinonas
y cumarinas. Estos compuestos también tienen propiedades antimicrobianas y la

capacidad de afectar la biopelicula bacteriana y detectar el quérum bacteriano.
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El quérum es un sistema de comunicacién bacteriana que coordinan el
comportamiento colectivo de las bacterias, como la formacion de biofiims y la
produccion de enzimas. Al interferir con el quérum, estos compuestos impiden que las
bacterias se comuniquen y coordinen sus actividades, lo que contribuye a su actividad

antimicrobiana contra bacterias susceptibles y resistentes.
15 Actividad antifungica

La actividad antifangica guarda una estrecha relacion con la actividad antibacteriana,
puesto que inhibe el crecimiento o desarrollo de agentes patégenos como hongos,
levaduras y mohos. Estos agentes, originados y propagados por esporas presentes en
el ambiente, los mismos que al ingresar al organismo causan infecciones, afectando

gran parte del sistema respiratorio, circulatorio, piel y ufias (Su et al., 2022).

La gran parte de agentes antifingicos son disruptores o inhibidores destinados a la
biosintesis del ergosterol fingico, causando alteraciones en la permeabilidad y fluidez
de la membrana celular del hongo, conllevando a que sea mas susceptible a dafios

(Sanchez Armengol et al., 2021).

Mishra et al., (2020) sefala que las plantas contienen en su composicion quimica
metabolitos secundarios bioactivos como alcaloides, flavonoides y cumarinas, los
cuales tienen actividad antifangica al inhibir el crecimiento de los hongos y levaduras.
Por ende, la planta P. odoratissimum es una fuente de origen para diversos

medicamentos antifngicos.
1.6 Formas farmacéuticas semisoélidas

1.6.1 Cremas. Son productos con una consistencia viscosa y semisolida, cuya textura
puede variar dependiendo de su proporcibn de aceite y agua presentes en su
formulacion. En término de su composicion, las cremas pueden ser preparadas como
emulsiones oleosas/acuosas 0 acuosas/oleosas, y tradicionalmente se han elaborado
combinando agua como disolvente y excipientes junto con dos o mas ingredientes

adicionales (Khare et al., 2021).

La administracién de la crema es de naturaleza topica, lo que implica que el uso sea
directamente en la piel para tratar trastornos, manifestaciones o heridas cutaneas
relacionadas con una enfermedad especifica (Chauhan & Gupta, 2020). Las cremas

se pueden categorizar segun su composicion en dos tipos:
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1.6.1.1 Las formulaciones hidr6fobas. Son conocidas como agua en aceite (w/0),
consisten en la presencia de pequefas gotas de agua dispersas en una fase oleosa
continua. Estas preparaciones tépicas son altamente hidratantes, ya que crean una
barrera oleosa que ayuda a prevenir la pérdida de agua de la capa mas externa de la

piel, conocida como estrato cérneo (Salehi et al., 2022).

1.6.1.2 Las formulaciones hidréfilas. También denominadas como aceite en agua (o/w),
se caracterizan por contener diminutas gotas de aceite suspendidas en una fase acuosa.
Estas preparaciones tdpicas son Utiles para la aplicacién de medicamentos activos en

las membranas mucosas o la capa interna de la piel (Anchal et al., 2021).

1.6.2 Excipientes. Los excipientes se emplean para mejorar la solubilidad, regular la
liberacion, aumentar la permeabilidad cutdnea, garantizar la estabilidad de la
formulacién e impedir la proliferacion de microorganismos. Los excipientes
farmacéuticos adecuados para la elaboracién y desarrollo de productos medicinales se

encuentran detallados en las farmacopeas internacionales (Khare et al., 2021).

Varios excipientes utilizados en las preparaciones de las cremas incluyen: bases,
humectantes, agente quelante, antioxidantes, emulsionante, preservativo, agente

espesante y también para mejorar la permeabilidad (Herbig et al., 2023).
1.7 Estudio de estabilidad

El objetivo de las pruebas de estabilidad en las cremas es asegurar que un producto
recién desarrollado o modificado cumpla con los requisitos establecidos en cuanto a
su calidad fisica, quimica y microbiolégica. Ademas, se busca garantizar que el
producto conserve tanto su funcionalidad como su aspecto estético durante el
almacenamiento en condiciones adecuadas. Algunos de los parametros a evaluar son
ensayos de estabilidad acelerada, medida de viscosidad, propiedades organolépticas,

pH y pruebas de actividad antimicrobiana in vitro (Sovova et al., 2023).
1.8 Tipos de estudios de estabilidad

1.8.1 Estabilidad de estrés. La realizacion de ensayos de estrés tiene como objetivo
identificar los posibles productos obtenidos durante la degradacion de un compuesto,
asi como determinar el tiempo en que ocurre dicha degradacion. Este proceso
proporciona informacién valiosa para establecer las vias de degradacion y evaluar la

estabilidad intrinseca del compuesto (Guldiken et al., 2018).
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1.8.2 Estabilidad acelerada. La determinacion de la estabilidad acelerada consiste en
exponer el medicamento a condiciones severas de temperatura y humedad, con el
proposito de obtener datos sobre los aspectos cinéticos y termodindmicos relevantes,
esto permite realizar una estimaciéon de la duracibn maxima durante el cual el

medicamento conservara su eficacia y seguridad (Kuhn et al., 2022).

1.8.3 Estabilidad de tiempo de vida. Se encarga de establecer la fecha de caducidad de
un producto, la cual generalmente varia entre unoy cinco afios y se establece de manera
precautoria. Los estudios de estabilidad, que son llevados a cabo por los fabricantes
farmacéuticos, son procesos que demandan inversion significativa de tiempo y recursos
(Zilker et al., 2019).

Estas pruebas deben abarcar diferentes condiciones, como cambios bruscos de
temperatura, susceptibilidad del farmaco a la hidrdlisis a diferentes valores de pH,
pruebas de fotoestabilidad y humedad. Todo esto resulta muy Gtil para determinar las
rutas de degradacion del compuesto y desarrollar y validar métodos analiticos

apropiados (Tietje & Brouder, 2010).

1.9 Factor que influyen en la estabilidad

1.9.1 Factores fisicos. Tienen el potencial de inducir cambios en la composicién quimica
de una crema farmacéutica. Estos factores pueden incluir el mezclado inadecuado
durante el proceso de fabricacion, fluctuaciones de temperatura significativas,
exposicion a la luz, especialmente a la luz ultravioleta, lo que puede afectar a los
componentes y principios activos; y la presencia de oxigeno, que puede producir
reacciones de oxidacién en los ingredientes (Mendonsa et al., 2019). Por lo tanto, en
productos farmacéuticos como cremas, comprimidos, jarabes, etc. Estos factores
pueden originar cambios en su apariencia fisica ya sea color, olor, textura, consistencia,
homogeneidad, y la sensacion inmediata al entrar en contacto con la piel (Gafour & Aly,
2020).

1.9.2 Factores quimicos. Abarcan las reacciones e interacciones que sufren los
ingredientes de las formulaciones, ya sea por la incompatibilidad con alguno de los
aditivos, excipientes o con el material empleado para el envase. Asi mismo el
almacenamiento y acondicionamiento incorrecto de estos productos pueden desarrollar
reacciones de oxido-reduccion, hidrdlisis por el contenido de humedad presente, pH,

fotodegradacion o fotdlisis (Postles, 2018).
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Por otro lado, los ingredientes al estar en contacto con la luz pueden desencadenar la
produccion de radicales libres, lo que propicia el inicio de una serie reacciones en
cadena. Conllevando a la alteracion de las caracteristicas organolépticas e incluso la
disminucion de la actividad farmacologica del principio activo.

1.9.3 Analisis microbiolégico. La estabilidad microbiologica de los medicamentos se
refiere a su resistencia a la contaminacion y al crecimiento de microorganismos. Los
agentes antimicrobianos utilizados en la formulacion garantizan que el medicamento
mantenga su eficacia dentro de los estdndares establecidos. La falta de estabilidad
microbioldgica representa un riesgo para la calidad de los medicamentos estériles
(Aashigari et al., 2019).

El analisis microbioldgico del Pelargonium odoratissimum utilizan cepas bacterianas
gram positivas como Staphylococcus aureus, asi como dos bacterias gram negativas,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Para promover el crecimiento de estas
cepas, se utilizan medios de cultivo como MacConkey, Chocolate y Luria-Bertani
(Abdelbaky et al., 2022).

1.10 Métodos de evaluacion de la actividad microbioldgica

1.10.1 Kirby Bauer. También llamado antibiograma disco-placa, se trata de una técnica
por difusion en disco, donde se evalla la sensibilidad a los antibiéticos entre diferentes
especies bacterianas. En este método se impregna un disco estandar con una
concentracion especifica de antibiético el cual se aplica en una placa Petri con agar
inoculado del microorganismo, este disco se encarga de distribuirse a todo el medio de
cultivo y tras un tiempo de incubacion los discos se rodean de un halo de inhibicion
microbiana. Sin embargo, este método no permite la determinacion directa de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). No obstante, es una herramienta util para llevar
a cabo la evaluacion inicial de la actividad antimicrobiana de un nuevo extracto a

estudiar.

1.10.2 E-Test. La prueba de epsilometria o también conocida como gradiente
exponencial es una combinacion de dos métodos; el de difusion en disco y dilucién en
agar. A diferencia del método Kirby Bauer esta técnica brinda resultados cuantitativos,
es decir; si determina CMI en términos de microgramos por mililitros (ug/mL). El
procedimiento se basa en la aplicacién de una tira reactiva con una concentracion de

antibiético en una placa Petri previamente inoculada con el microorganismo.
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1.10.3 Dilucién en caldo con microtitulacién. Es un procedimiento que se utiliza para
medir la concentracién de una solucion bacteriana de manera precisa, mediante el uso
de muestras de bacterias diluidas y placas de microtitulacion de fondo plano con tubos
de caldo estériles. La técnica permite observar cualitativamente los cambios de color,
que nos manifiesta el crecimiento bacteriano. Se emplea como técnica para el monitoreo
de tratamiento de antimicrobiano, ya que permite calcular la concentracion inicial de la

muestra (Moreno et al., 2022).

1.10.4 Dilucion en Agar. Se utiliza en la determinacion de la concentracidn minima
inhibitoria de antibiéticos, utilizando diferentes diluciones de la muestra en agares
estériles, se realizan un conteo de colonias formadas en cada agar, lo que proporciona
informacion sobre la cantidad de microorganismos presentes en la muestra (Soria-
Segarra et al., 2020).
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2 METODOLOGIA

2.1 Tipo de investigacién

Este proyecto de tesis es un estudio de corte transversal, experimental y descriptivo
realizado en el afio 2023, llevado a cabo en la Universidad Técnica de Machala en el
laboratorio de Tecnologia Farmacéutica. El trabajo integra métodos cualitativos y
cuantitativos, descriptivo ya que se especifica de manera detallada las caracteristicas
de la planta, los ensayos realizados desde el procesamiento hasta los resultados
obtenidos. Exploratorio debido a que se evalla la estabilidad inicial y las propiedades

microbioldgicas de la crema antimicrobiana.

2.2 Enfoque de la investigacion

Esta investigacibn se basa en una metodologia integral que aborda aspectos
relacionados con la pre-estabilidad como estudios de control de calidad de la droga
cruda, extracto hidroalcohdlico y crema de la planta Pelargonium odoratissimum,
aplicando diversos ensayos tanto fisicoquimicos como microbiolégicos para comprobar

la actividad terapéutica y la estabilidad inicial de la formulacién.

2.3  Variables de lainvestigacion

2.3.1 Variable Independiente. Crema a base de Pelargonium odoratissimum.

2.3.2 Variable Dependiente. Pre-estabilidad de la crema, actividad antimicrobiana y

antifungica.

2.4 Métodos y técnicas de procesamiento

2.4.1 Seleccioén de la muestra. Se llevo a cabo la seleccién de las hojas y los tallos de
la planta Pelargonium odoratissimum, eligiendo las que se encontraron en buen estado
y desechando las partes de la planta que presentaron alteraciones, ya sea por falta o
exceso de agua, luz o dafios causados por insectos. De igual manera se desecharon

las hojas y los tallos contaminados por tierra, arena, heces de animales o insectos.

2.4.2 Caracteristicas organolépticas. Se evaluaron los parametros: olor, color y textura
de las hojas como de los tallos. Este andlisis nos permitié obtener una informacion
detallada de las propiedades sensoriales de la muestra, brindando datos esenciales

acerca de su calidad y condicion fisica.

2.4.3 Preparacion del material vegetal. Luego de la seleccién de las hojas y los tallos de

Pelargonium odoratissimum, se procedio a lavar con abundante agua potable y seguido
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con agua destilada, para eliminar cualquier residuo o suciedad. Posteriormente, el
material vegetal fue sometido a un proceso de secado, llevando las hojas y los tallos a
un secador artesanal a temperatura ambiente por 48 horas y luego a la estufa marca
Memmert a 40°C por un periodo de 72 horas. Finalmente, la droga seca se sometio a
un proceso de molienda en un procesador de alimentos marca Hamilton Beach a
méxima velocidad. El polvo obtenido se almacend en fundas herméticas Ziploc Brand y
se procedio a colocar en el desecador.

2.4.4 Analisis Granulométrico. Para este analisis se empleé el tamizador de la marca
WS-Tyler mentor OH USA-2017 MODEL RX-99 SERIE 12535, en donde se utilizaron
baterias de tamices de diferentes didmetros: 1.18 ; 1; 0,6 ; 0,425 ; 0,25 ; 0,125 mm, a
una vibracion de 7 Hz por cinco minutos, siguiendo la metodologia establecida por
Estevan et al., (2012).

El ensayo se realiz6 por triplicado, en donde se pesaron 50 gramos de la droga en la
balanza analitica PIONEER OHAUS serie PX224, los cuales, se depositaron en el tamiz
con la malla de mayor didmetro. Luego del tamizado, se pesoé el contenido de cada uno
de los tamices con la finalidad de establecer la masa de cada fraccidon granulométrica

retenida en los distintos tamices.

Para el calculo del diametro medio de la masa de polvo se empleé la siguiente formula:

_ Zdl *m;

N (1)

En donde:

D: diametro medio de las particulas (mm)

di: diametro medio entre el tamiz que lo retiene y el intermedio superior(mm)
mi: masa del rechazo retenido en cada tamiz (g)

N: masa total del cernido (g)

2.4.5 Control de calidad de la droga cruda. El control de calidad droga cruda (seca) se
realizo siguiendo la metodologia planteada por Miranda y Cuellar (2000) en el libro
titulado "Farmacognosia y productos naturales". Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

2.4.5.1 Contenido de humedad. El ensayo se realiz6 vertiendo 0.5 g de la muestra en

platilos de aluminio desechables con ayuda de una espatula. Posteriormente se
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colocaron los platillos en la balanza termogravimétrica marca OHAUS serie MB 90/120
a una temperatura de 105°C. Los valores de porcentaje del contenido de humedad

fueron arrojados por el equipo una vez concluido el proceso.

2.4.5.2 Contenido de cenizas totales. Se colocaron dos gramos de la droga cruda en un
crisol de porcelana previamente tarado y luego se pesé. Posteriormente, se los crisoles
con la droga se pusieron en una mufla (Nambertherm L-150 KICN) durante tres horas a
una temperatura de 700°C, hasta lograr su incineracién total. Para finalizar, las muestras
incineradas se ubicaron en un desecador para su enfriamiento y poder seguir con el

pesado de cada uno de los crisoles.

Los resultados se expresaran mediante la formula:

_M2-M
T M1-—-M

x 100 (2)
Donde:

C= Porcentaje de cenizas totales en base hidratada (%)

M= Masa del crisol vacio (g)

M1= Masa de crisol con la porcién de ensayo (Q)

M2= Masa del crisol con la ceniza (g)

100= Factor matematico para los calculos

2.4.5.3 Determinacion de sustancias solubles. Se peso 2.5 g de la droga cruda y se
coloco6 en un Erlenmeyer de 250 mL, en el cual se le adicion6 50 mL de disolvente. Se
tapo6 con papel de aluminio y se llevé a la maquina agitadora de marca alemana Erweka
por 6 horas, para posteriormente dejar reposar por 24 horas. Luego se volvié agitar por
30 minutos mas y se procedio a filtrar (papel de filtro). Se tomaron 20 mililitros del liquido
filtrado y se coloco en una capsula de porcelana previamente tarada que se llevo a bafio

Maria hasta su completa evaporacion.

Para finalizar, se colocé la cipsula en una estufa marca MEMMERT a 105°C por tres

horas, se puso en un desecador para enfriar y luego se peso.

El ensayo se realiz6 con tres tipos de disolventes: agua, etanol y mezclas

hidroalcohdlicas (50:50) y los resultados se expresaron mediante la formula:
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R %500 100

~ M (100 — H) (3)

Ss

Donde:

Ss = Sustancias solubles

H= Humedad de la muestra en %

500 y 100 = Factores matematicos para los célculos
R= Residuo de la muestra (g)

M= Masa de la muestra (g)

2.4.6 Obtencién del extracto hidroalcohdlico. La extraccion se realizé por percolacién a
partir de la droga seca, utilizando como menstruo una mezcla hidroalcohdlica 50:50 y

siguiendo el procedimiento realizado por Carnero (2023).

Se procedié a pesar 20 gramos de la droga cruda, en una balanza analitica marca
PIONEER OHAUS. Luego se humecto6 por 30 minutos con el disolvente (mezcla agua -
etanol al 96%), se paso el material al equipo de percolacion y se procedi6 a colocar el
papel filtro sobre la mezcla, agregando la cantidad de menstruo indispensable para

lograr que cubra por encima de 5.0 cm de la muestra vegetal.

Por ultimo, se dejé macerar en el percolador alrededor de 24 horas y se procedié a abrir
la llave a 20 gotas por minuto. Los extractos resultantes de este proceso se colocaron
en frascos ambar y almacenados en temperatura ambiente para la posterior realizacion

de analisis.

2.4.7 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico. El control de calidad del extracto
hidroalcohdélico se realizé segun la normativa de la Organizacién Mundial de la Salud
(2011) y a la metodologia ya mencionada anteriormente de Miranda y Cuellar (2000).
Cada ensayo se desarrollé con tres réplicas, mediante un analisis simple y preciso, con
el objetivo de garantizar su calidad. Dentro de las determinaciones que se realizaron

estan: pH, sélidos totales, indice de refraccién- grados brix, densidad.

2.4.7.1 Determinacion de la densidad relativa. Se determiné por medio de picnometria,
utilizando una balanza analitica marca PIONEER OHAUS de la serie PX224. Se
procedid a pesar el picnémetro totalmente vacid, con agua y la cantidad de extracto

necesaria en un picnémetro de 10 mL.
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Los resultados se expresan en:

M1 -M

T M2—-M (4)

Donde:

M:1= Peso del picndmetro con la muestra (g)
M2= Peso del picnébmetro con el agua (g)
M= Peso del picnémetro vacio (g)

2.4.7.2 Determinacion de pH. Se llevd a cabo la medicion del nivel de acidez (pH)
comenzando por la calibracién del pH-metro digital de la marca BANTE con soluciones
Buffer (Fisher Scientific USA LOT 190071). A continuacion, se sumergio la sonda del
medidor de pH en el extracto, siguiendo las instrucciones proporcionadas por la

metodologia.

2.4.7.3 Determinacion de indice de refraccion y grado brix. En primer lugar, se llevé a
cabo la calibracion del Refractdmetro de la marca ANTON PARR utilizando una gota de
agua destilada en el prisma de medicion. Posteriormente, se afiadié una gota del
extracto y se cerro la tapa del termo. Este proceso se realiz6 por triplicado, siguiendo

las indicaciones detalladas en la metodologia.

2.4.7.4 Determinacion de solidos totales. Se tomaron 5.0 ml de extracto y se transfirieron
a una capsula previamente tarada. Luego, se colocé la capsula en bafio Maria marca
Memmert hasta que todo el extracto se haya evaporado y solo quede un residuo seco.
Posteriormente, la capsula se puso en la estufa, marca Memmert, a 105 °C durante 3
horas. Una vez transcurrido ese tiempo, se retiré la capsula y se dej6é enfriar en un
desecador hasta que alcanzé la temperatura ambiente. Este proceso de secado se

realizé durante 60 minutos, hasta obtener una masa constante.

Los resultados se calcularon siguiendo la siguiente férmula:

st = 7% ¥ 100
Ty

(3)

Donde:
Pr = Masa de la capsula mas el residuo (g)

P = Masa de la capsula vacia (g)
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V = Volumen de la porcién de ensayo (mL)
100 = Factor matemético para el célculo

2.4.8 Cuantificacion de flavonoides totales. La determinacion de flavonoides se realizo
el método colorimétrico del tricloruro de aluminio de acuerdo a la metodologia descrita
por Campo et al., (2020). Para la elaboracion de la curva de calibracién se empleé como
estandar quercetina (Sigma-Aldrich) en distintas concentraciones desde 3,1 hasta 50
pug/mL. A partir de las diluciones del estandar y de las muestras se tom6 2 mL de las
mismas y se mezclan con 100 pL de tricloruro de aluminio al 10%, 100 pL de acetato de
potasio a 1 M y 2,8 mL de agua destilada, y se deja reposar durante 40 min a
temperatura ambiente. Las lecturas se realizaron utilizando un espectrofotometro a una
longitud de onda de 415 nm en celdas de cuarzo. El contenido de flavonoides totales
sera expresado como miligramos equivalentes a quercetina/ gramo de especie (EQ

(mg)/g muestra).

2.4.9 Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico. El presente trabajo se realiz6
con el direccionamiento de las normas del CLSI (Instituto de estandares para el

laboratorio clinico) (2017)

2.4.9.1 Preparacion de las cepas de ensayo. Utilizando cepas aisladas proporcionadas
del laboratorio de microbiologia del Hospital Especializado Gineco Obstétrico Angela
Loayza de Ollage. Se aplicé técnicas de mantenimiento de los cultivos de las cepas;
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans,
de modo que los microorganismos sean viables y utilizados para la realizacién del

estudio de sensibilidad microbiana.

2.4.9.2 Microorganismos aerobios. Se inoculé por separado cada una de las cepas
bacterianas de ensayo en los medios especificos como agar Manitol salado, agar Mac-
conkey, agar Cetrimide y agar Sabouraud (elaboradas por laboratorios MEDIBAC) a una

temperatura de 4 a 8 °C.

2.4.9.3 Preparacion de soluciones de trabajo y discos con los extractos hidroalcohdlicos.
Con el extracto concentrado se prepardé diluciones 1:100 y 1:50. Para la preparacion de
los discos se utilizd6 papel Whatman Nro.1, con un diametro de 6 mm y 0.6 mm de
espesor, a los cuales se les agreg6 20 pL de cada dilucién con una concentracion de
6.7% y 3.35%.
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2.4.9.4 Preparacion de los cultivos bacterianos. Se utilizaron 4 cepas aisladas que se

considera como una bateria minima para los ensayos de susceptibilidad:

e Staphylococcus aureus
e Escherichia coli
e Pseudomona aeruginosa

e Candida albicans

De las cepas conservadas en refrigeracion se realizaron siembras por estrias en medios
de cultivo selectivos de acuerdo al tipo de bacteria, donde se incubd en una estufa de
incubacién marca Biobase por 24 horas a 37°C en aerobiosis. Se efectu6 pases
sucesivos, de tal manera que se asegure que la cepa se encuentre en la fase de
crecimiento exponencial. El in6culo se prepard por suspension de las cepas en solucion

salina estéril equivalente al tubo 5 de la escala de McFarland (108 UFC/m).

2.4.9.5 Evaluacién de la actividad antimicrobiana. Se utiliz6 un método cualitativo de
difusién en agar con discos impregnados del extracto hidroalcohélico del Pelargonium

odoratissimum basada en el método de Kirby-Bauer (2016) en disco y modificado.

2.4.9.6 Método de difusion en Agar. Se prepar6 placas Petri con agar Miller-Hinton en
el caso de las bacterias y Agar Sabouraud Dextrosa en el caso del hongo, una vez
gelificado con intervalo de 15 minutos se procedié a preparar el inéculo de cada
microorganismo al patrén de turbidez McFarland N° 5 con un densitbmetro DEN-1.
Posteriormente se inocul6 en la superficie del agar con un hisopo estéril impregnado en
la soluciébn microbiana. Luego de 15 minutos se colocé en la superficie del agar
inoculado los discos de papel de filtro previamente impregnados con 20 pl de las
concentraciones de los extractos, mencionadas anteriormente, con sus controles
negativos (etanol al 70%) y controles positivos. Estos son los discos estandares de
antibiético de referencia para cada microorganismo en particular (ampicilina 10 pg;
ciprofloxacino 5 pg, de la marca Liofilchem). Los medios de cultivos preparados se
incubaron a 37°C durante 24 horas y posteriormente la lectura de los halos de inhibicién

a las 24 horas en bacterias y 48 horas en el microorganismo fungico.

2.4.10 Elaboracion de la crema. Se elaboraron tres lotes de crema, de 500 gramos
envasadas en recipientes marca LOSCOCOS de 50 gramos, segun el modelo de

formulacién propuesto por Carnero (2023), siguiendo los siguientes pasos:
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e En un recipiente, se mezcld la fase acuosa, que incluye agua purificada,
extracto hidroalcohdlico de Pelargonium odoratissimum y benzoato de sodio.

e En otro recipiente, se mezclé la fase oleosa, que consiste en aceite mineral y
cera autoemulsionante, luego se calienta hasta alcanzar una temperatura de
70-75°C.

e Se agrega el alcohol cetilico a la fase oleosa, asegurandose de mezclar bien.

o La fase oleosa y los emulsionantes se vierten sobre la fase acuosa y
mezclamos a alta velocidad durante unos minutos hasta que se obtuvo una
emulsion homogénea.

e Una vez que la crema esté fria, se envasd en un recipiente adecuado y se

almacend en un lugar fresco y seco.

Todos los componentes y excipientes empleados para la formulacién de la crema
fueron adquiridos del laboratorio Cevallos S.A. de Guayaquil; aceite mineral (MP-
ALIMLIQ 0007); cera autoemulsionante (polawax NF/pastillas MP-COSMETP-OL 0096);
alcohol cetilico (MP-TECPOL 0020), benzoato de sodio (MP-ALIMPOL 0091).

2.4.11 Evaluacion de los pardmetros fisicos de la crema. Utilizando la metodologia
establecida por Salehi et al., (2022) se evalué parametros concretos como; propiedades
organolépticas (consistencia, olor, color y textura), area de extensibilidad, pH en cada

uno de los lotes.

2.4.11.1 pH. Las mediciones de pH se realizaron por triplicado, utilizando un medidor de

pH digital sumergiendo el electrodo de vidrio en la crema.

2.4.11.2 Viscosidad. Se analiz6 la viscosidad de la crema mediante un viscosimetro
Fungilab modelo ONEL 100220, manteniendo una temperatura constante de 25 °C. Se
utilizé un husillo tipo L3 y se fij6 una velocidad de rotacion de 20 rpm. Cada muestra
evaluada tenia un volumen de 250 mL. La medicion de este parametro se realiz6 24

horas después de haber elaborado la crema inicial.

2.4.11.3 Extensibilidad. Se pes6 2 gramos de la crema en una placa de vidrio situada
sobre un papel milimetrado, en el que se establecié un punto de referencia. Luego, se
colocé otra placa de vidrio de 272 gramos sobre la crema, y se mantuvo durante 5
minutos. Por ultimo, se procedié a medir la circunferencia formada. Este procedimiento

se realizara por triplicado.
Los resultados se expresan en:
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_ m(dlxd2) (6)
=

Donde:

A= &rea de circunferencia formada en (cms)

d1ly d2 = Diametros perpendiculares a la circunferencia formada (cm)
E = Extensibilidad del producto (cmy)

2.4.12 Ensayos de estabilidad preliminar.

2.4.12.1 Centrifugacion. Se realiz6 el estudio en la centrifuga de la marca LWScientific
Model E8. Se llevdé a cabo en el momento de elaboracion de la crema y tres dias
después, primero se pesé 10 gramos de muestra para luego colocarlos en los tubos de

ensayo, centrifugandolos a 3000 rpm por 30 minutos a una temperatura de 25°C.

2.4.12.2 Test de ciclo stress congelacion — descongelacion. Los lotes de las cremas
fueron sometidas a varias temperaturas durante 24 horas, exponiéndolas a
temperaturas extremas. En el primer dia se partié de 0°C y segundo dia se alcanz6 a

25 °C, sosteniendo cada temperatura por un dia completo.

Los parametros fisicos (pH, extensibilidad y propiedades organolépticas) de los tres

lotes de cremas se evaluaron semanalmente durante dos meses.

2.4.12.3 Control microbiolégico. Para el andlisis microbiolégico se siguieron los métodos
establecidos por la USP (2014)

Previo al analisis microbiol6gico es importante inspeccionar cuidadosamente el aspecto
que presenta la muestra (crema antimicrobiana). Antes de abrir el envase y tomar la
muestra del producto para el analisis microbioldgico, se debe desinfectar su superficie
con Etanol 70%, acompafiado de un Mechero Bunsen para garantizar el ambiente en el
lugar de trabajo. Después se debe secar el envase con una gasa estéril bajo campana
de flujo laminar marca BIOBASE, y procurar que todas las manipulaciones de la muestra
sean asépticas. Posteriormente, se sembré una parte de la muestra con hisopado en
medio Agar sangre. Para luego, Incubar por el lapso de 18-24 horas a 30-35%c, pasado
el tiempo se observo la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano para realizar el

contaje de colonias UFC del microorganismo.
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2.4.12 Analisis de datos. Se llevé a cabo el procesamiento de todos los datos utilizando
el software estadistico Jamovi version 2.4.8.0. La descripcion de las variables
cuantitativas se expreso en términos de la media y la desviacion estandar. Ademas,
para las comparaciones estadisticas, se utilizé la prueba t de Student, Anova de un solo
factor y Kuskal Wallis, previo se verific6 los supuestos de normalidad vy
homocedasticidad por las pruebas Shapiro Wills y Levene. En la elaboracion de la curva
de calibracion para la determinacion de flavonoides se realizé un andlisis de regresion

lineal simple. En las pruebas realizadas se considero un nivel de significancia a=0,05.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los hallazgos de investigaciones anteriores realizadas por Noles & Rueda (2019)
respecto al extracto de la malva olorosa (Pelargonium odoratissimum) han sido
consistentes y han demostrado la presencia de compuestos bioactivos, tales como
flavonoides, cumarinas, taninos, etc., los cuales han revelado poseer beneficios en la
aplicacion a través de diferentes formas farmacéuticas. Por ello, Carnero (2023) enfoco
su estudio en el disefio de una crema a partir de dicho extracto, con actividad

antimicrobiana.

Por ende, a partir de la evidencia experimental obtenida en trabajos anteriores, el
enfoque principal del actual estudio es el andlisis de pre-estabilidad de la crema
partiéndose de la evaluacion de los parametros de calidad tanto de la droga seca,
extracto hidroalcohdlico, y la actividad antimicrobiana del extracto, siguiendo la
metodologia desarrollada por los autores predecesores, asegurando la adherencia a

procedimientos comprobados y fiables en la elaboracion de fitomedicamentos.

3.1 Control de calidad de la droga

3.1.1 Caracteristicas organolépticas y morfolégicas. La evaluacion organoléptica de
hojas y tallos de la planta P. odoratissimum se llev6 a cabo mediante un estudio
macroscépico en donde se evidencié que los tallos tienen una coloracién verde con una
textura lisa, mientras que las hojas presentaron una coloracién verde con un tono mas

oscuro que el tallo y con una textura suave y aterciopelada (Marchioni et al., 2020).

Los valores obtenidos de la evaluacién morfolégica realizada en las hojas y tallos se
especifican en la Tabla 1, los cuales son semejantes a lo establecido en la literatura de
Christodoulakis et al., (2013) y los estudios de Noles y Rueda (2019).

Tabla 1 Medidas de hojas y tallos de P. odoratissimum (n=50)

_ Media = S
Pelargonium :
o Longitud
odoratissimum Ancho (cm)
(cm)
Hojas 4,65+ 0,50 4,835+ 0,42
Tallos 16,27 £ 0,47 0,045 + 0,03

Leyenda: S (Desviacion estandar)

3.1.2 Analisis granulométrico de la droga seca. El andlisis granulométrico por tamizaje
nos detalla la distribucion de tamafios de particulas en la muestra, con el fin de elegir el
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tamafno ideal que mejore las propiedades de la droga como la solubilidad con el
menstruo. A menor tamafio de particula el proceso de extracciéon es mas efectivo. En
nuestro estudio llevado a cabo mediante tres replicas, se observa que el tamiz con
diametro de 0,25 mm, muestra mayor volumen de particulas como se visualiza en la
Figura 2. El tamafio medio de particula obtenido fue de 0,48 mm, apropiado ya que en
estudios anteriores de Noles & Rueda (2019) se observaron resultados positivos con

valores similares.

Figura 2 Analisis granulométrico - Droga cruda de P. odoratissimum

0,425 0,25 0,125 Colector
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3.2 Parametro fisicoquimico de la droga cruda

En la Tabla 2 se visualizan detalladamente los resultados de los ensayos realizados a
la droga cruda como: porcentaje de humedad, cenizas totales, sustancias solubles, etc.
Los que nos permiten tener mayor certeza sobre la calidad, eficacia y seguridad de P.

odoratissimum.

Tabla 2 Parametros fisicoquimicos de la droga (n=3)

Parametros Media+ S
Humedad (%) 10,17 £ 0,67
Cenizas totales (%) 4,49 + 0,39
: Agua 41,44 + 2,04
Sustancias
Alcohol 96% 17,15+ 2,14
solubles _ _
Mezcla hidroalcohdlica 50% 67,52 + 5,78

Leyenda: S (Desviacion estandar)
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El método de secado de materia vegetal es crucial para garantizar la eficacia y la
preservacion de los componentes de la muestra, ya que algunos compuestos bioactivos
tienden a degradarse facilmente o contaminarse microbiolégicamente. En nuestro
estudio se siguieron las directrices propuestas por Noles & Rueda (2019), quienes
deshidrataron las hojas y los tallos de P. odoratissimum en una estufa de recirculacion
de aire a una temperatura de 50°C, lo que resulto positivo debido a que la distribucion
uniforme de calor elimina el alto contenido de agua de manera rapida. Este
procedimiento es respaldado por Carnero (2023) y Basurto et al. (2021) ya que sus

resultados fueron consistentes, demostrando la validez y eficacia de este método.

El porcentaje de humedad esta dentro del rango permitido, segin la Norma INEN (2017),
que establece un limite maximo del 12%. Al mismo tiempo, en la guia metodoldgica de
investigacion para el desarrollo de un fitomedicamento (Colectivo de autores; 2017)
sefiala que el contenido de humedad debe variar entre 8% y 14%. Este parametro es de
suma importancia porque nos indica que, si existe un porcentaje de humedad mayor a

lo permisible, propiciaria la contaminacién y la proliferacién de microorganismos.

Segun los resultados de humedad detallados en la Tabla 2, se observan variaciones en
comparacion con otros autores, como Noles & Rueda (2019), que obtiene 7.59 % en
dependencia del andlisis en hojas y 10.15 % en tallos; y Carnero (2023) obtuvo un
7.83 %. Los resultados obtenidos discrepan de los dos autores por metodologia y por
dependencia del 6rgano de la planta, no obstante, los valores obtenidos no sobrepasan

los limites permisibles.

Las cenizas totales representan el contenido de materia inorganica presente en la planta
como magnesio, sodio, calcio, fosforo, que en alguno de los casos estos minerales
pueden expresar un valor nutricional esencial para el organismo humano (Campo-
Fernandez et al., 2020). Sin embargo, también evidencian el contenido de impurezas

inorganicas como silicatos y oxalatos (Majid et al., 2021).

En el caso de la muestra de P. odoratissimum contenia niveles de cenizas de 4.49 +
0,39%, es decir, estan dentro del limite permisible segun Farmacopea Herbolaria de Los
Estados Unidos Mexicanos (2021) y Farmacopeia European (2022), que corresponde a
un valor maximo de 5%. Los valores reportados por estudios anteriores de esta planta

estan dentro de los limites permisibles por las farmacopeas.

En el dltimo parametro de la Tabla 2, se observa que las concentraciones mas altas de

sustancias solubles se logran mediante la soluciéon de mezcla hidroalcohdlica (50:50),
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estas concentraciones se reducen a medida que el agua disminuye. Los resultados
concuerdan con las investigaciones previas realizadas por Noles & Rueda (2019) y
Carnero (2023).

Como conclusién se pude decir que la droga cruda de P. odoratissimum cumple con los

estandares de calidad establecidos.

3.3 Parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohélico

Con base en los estudios previos de Noles & Rueda (2019) y Carnero (2023), se hizo
una comparacién del extracto hidroalcohdlico 50% con respecto a los pardmetros
fisicoquimicos. Los resultados de pH, densidad relativa, propiedades organolépticas,
indice de refraccion, grados brix, y contenido de solidos totales se detallan en la Tabla
3.

Tabla 3 Parametros de calidad del extracto hidroalcohdlico (n=3)

Resultados (Media £ S)

Parametros Extracto Carnero Noles &

hidroalcoholi (2023) Rueda

co (50%) (2019)
pH 5,83+ 0,03 5,56 + 0,22 5,92 + 0,00
Solidos totales (g) 3,25+0,02 1,66 + 0,01 2,40+ 0,01
Densidad relativa 25°C (g/mL) 0,94 + 0,00 0,98 +£ 0,03 0,95+0,01
indice de grado brix (%) 19,18 + 0,07 13,33+ 0,02 19,63 £ 0,02
indice de refraccion 40°C (nD) 1,36 + 0,00 1,35+ 0,01 1,36 £ 0,01

Leyenda: S (Desviacion estandar)

En la evaluacion de las propiedades organolépticas se visualizd que el extracto tiene
una coloracion café oscuro con un olor fuerte caracteristico de la planta (Ringuelet &
Vifia, 2013). El pH del extracto es acido con valores de 5. 83 £ 0.03. De la misma manera
los valores reportados por Noles & Rueda (2019) son de 5.92 en hojas y 6.30 en tallos
mientras que los de Carnero (2023) son de 5.92 + 0.01. La comparacion estadistica
realizada con la prueba Kruskal Wallis dio una p=0,027. Sin embargo, las
comparaciones dos a dos por Dwass-Steel-Critchlow-Fligner solo mostré diferencias
significativas entre los resultados de los trabajos anteriores. Los valores obtenidos de

pH de los dos estudios a comparacién del nuestro son semejantes.

Con respeto a los valores obtenidos de solidos totales, son de 3.25 + 0.02 lo que

muestran que existe diferencias estadisticamente significativas con los resultados de los
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estudios realizados por los investigadores ya antes mencionados. Estos valores oscilan
entre 1,66 — 3,25, esto puede deberse a factores como la composicion de la planta y

fecha de recoleccion.

En relacion con el resultado de los ensayos de densidad relativa e indice de refraccion
se evidencio que los valores son similares (p>0,05) a excepciéon del indice de grados
brix que se mostré una diferencia con respecto a los resultados de Carnero (2023) ya
que fue de 13.33 + 0.02. Sin embargo, estos valores oscilan entre 1,66 hasta estan
dentro de los limites permisibles por lo que el extracto hidroalcohélico si cumple con los

estandares de control de calidad (Shin et al., 2018).

34 Determinacion de flavonoides totales

Los flavonoides son metabolitos secundarios del grupo de los polifenoles, que se
distribuyen en matrices vegetales, tales como tallos, frutas, flores y hojas, en diversas
concentraciones. La funcion principal es dar pigmentacion y olor a algunas flores y frutos
(Panche et al., 2016). El estudio de Ullah (2016), menciona que, a nivel de medicina
natural, son ampliamente utilizados por su actividad terapéutica ya que tiene

propiedades anticancerigenas, antioxidantes, antivirales y en esencial antimicrobianas.

Se conoce la presencia de flavonoides en la planta Pelargonium odoratissimum por el
estudio de Noles & Rueda (2019) quien determind cualitativamente la existencia de
flavonoides a través de la prueba de Shinoda y por espectrofotometria UHPLC-PDA-
MS. Mientras que Abdulmageed (2018) realiz6 la determinacion mediante la reaccion
de amoniaco diluido y acido sulfarico concentrado, cuya decoloracién del reactivo es

indicativo de presencia de los flavonoides.

En la Tabla 4 se detallan los resultados del contenido de flavonoides, siendo para el
extracto del tiempo 0 el de mayor contenido en comparacién con el extracto del tiempo

8 semanas.

Tabla 4 Cuantificacion de flavonoides totales presente en el extracto hidroalcohdlico
(n=3)

Extracto hidroalcohdlico Flavonoides totales

(mg QUE/Q)
Tiempo O 43,75 = 0,90
Tiempo 8 semanas 15,97 £ 0,69

Leyenda: S (Desviacion estandar)
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En la tesis de grado de Colina Ramos (2016) se presenta un andlisis fitoquimico donde
se determind de forma cuantitativa y cualitativa la presencia de flavonoides y taninos e
informa que la concentracion de flavonoides totales es de 1.70 mg QUE/ g + 0,0746 en
el extracto etandlico a base de hojas de Muehlenbeckia hastulata (J.E. Sm) I.M. Johnst.
Asi mismo, en las investigaciones realizadas por Dominguez Iparraguirre (2023), se
indica que la presencia de flavonoides en el extracto a base de las hojas de Bidens
pilosa L es de 15.01 + 1.34 mg QUE/g y 37.72 + 0.78 mg QUE/g, para el extracto a base
de flores. A pesar de que ambas plantas no pertenecen a la misma familia que nuestra
muestra vegetal, la cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 utilizando el mismo
método y estandar de quercetina. Otra diferencia notable entre los estudios es el uso de
diferentes solventes a concentraciones modificadas segun los autores referenciados,
estas diferencias en los resultados de sus investigaciones podrian explicar las

disparidades entre sus estudios y el nuestro.

Como se puede observar en nuestros resultados, se obtienen una mayor concentracion
de flavonoides totales en comparacion con los otros estudios, esto puede deberse al
uso de solventes polares que ayudan a maximizar la extraccion de metabolitos
secundarios. No obstante, existe una degradacion de flavonoides totales por la
diferencia en el tiempo de andlisis, que puede ser atribuida a fenémenos naturales, luz,
temperatura y el tiempo de almacenamiento (Dominguez lparraguirre, 2023; Ojeda
et al., 2020).

3.5 Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdélico

3.5.1 Actividad antimicrobiana frente Escherichia Coli. La lectura de la actividad
antimicrobiana de las concentraciones de 100 y 50 % del extracto hidroalcohdlico de P.
Odoratissimum frente a E. coli se detallan en la Tabla 5, en donde se detecto perfil de
sensibilidad en la primera concentracion (100%) y resistencia bacteriana alrededor del
disco en la segunda concentracion (50%), lo que indica resistencia de la bacteria E. coli
frente al extracto de menor concentracién, mientras que, en el control positivo se
observé que no hubo crecimiento bacteriano alrededor del disco, por otro lado, en el

control negativo se presento crecimiento bacteriano alrededor del disco.

No se realiz6 el CMl y CMB a causa de los resultados negativos obtenidos en la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohodlico de P. odoratissimum frente al

microorganismo E. coli.
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Tabla 5 Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas y los tallos
de la planta Pelargonium Odoratissimum frente a Escherichia coli

. Control positivo Control negativo
Concentraciones Resultados (Ciprofloxacino 5uq) (etanol al 70%)
100% 19 mm

50% 16 mm

22 mm -

3.5.2 Staphylococcus Aureus. En la Tabla 6 se evidencian las lecturas de las
concentraciones de 100 y 50 % del extracto hidroalcohdlico de P. Odoratissimum frente
a S. aureus donde se detecté perfil de sensibilidad en la primera concentracion (100%)
y en la segunda concentracion (50%) se considera leve o intermedia sensibilidad, lo que
se interpreta como resistencia de la bacteria S. aureus frente al extracto de menor
concentracion, Por otro lado, en el control positivo no mostré crecimiento bacteriano
alrededor del disco, puesto que segun las normas CLSI Menciona que la sensibilidad de

ampicilina se manifiesta con el tamafio de halo de susceptibilidad de 22 mm.

En el estudio realizado por Noles & Rueda (2019) sus resultados obtenidos muestran
que solo existe inhibicion bacteriana en extractos etandlico de los tallos en diluciones de
1/2 y concentrado. Asi mismo, Abdulmageed (2018) informa que los extractos
metandlico han demostrado tener el mismo efecto con un halo de inhibicién de 14mm,
mientras que, nuestros resultados al ser comparados con los reportados por los dos

autores evidencian un mayor halo de inhibicién con el extracto hidroalcohdlico.

Tabla 6 Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas vy los tallos

de la planta Pelargonium odoratissimum frente a Staphylococcus aureus

Concentraciones Resultados Cont_ro_l_positivo Control negativo
(Ampicilina 10ug) (etanol al 70%)
100% 18 mm 22 mm )
50% 7 mm

3.5.3 Candida Albicans. La Tabla 7 revela las mediciones de las concentraciones al
100% y 50% del extracto hidroalcohdlico de P. Odoratissimum frente a Candida
Albicans. Se observé un perfil de sensibilidad en la primera concentracién (100%),
mientras que en la segunda (50%), se registr6 una sensibilidad considerada leve o

intermedia. Esto indica una resistencia del hongo C. Albicans al extracto en menor

37



concentracion. En contraste, en el control positivo no se observé crecimiento bacteriano

alrededor del disco.

Tabla 7 Actividad antifungica del extracto hidroalcohdlico de las hojas y los tallos de la
planta Pelargonium odoratissimum frente a Candida albicans

Concentraciones Resultados Control positivo Control negativo
(fluconazol 25 ug) (etanol al 70%)
100% 18 mm 26
50% 11 mm mm ]

3.6 Elaboracién de la crema

Para la elaboracion de las cremas se siguio la formulacion original de Carnero (2023),
sin alteracién del proceso de manufactura. La crema fue almacena a temperatura
ambiente. Ademas, se la resguardé de la luz solar ya puede existir una degradacion de

los componentes de la crema.

Después de las 24 horas de haber elaborado las cremas se hizo una evaluacion de las
propiedades organolépticas, en donde se pudo observar una coloraciéon blanca, de
aspecto consistente homogéneo y olor caracteristico de la hoja de malva olorosa. En la
tabla 7 se muestran los pardmetros de calidad después de haber elaborado los tres

lotes.

Tabla 8 Parametros fisicos a las 24 horas de haber elaborado la crema de P.

odoratissimum; (n=3)

Caracteristicas Media £ S

organolépticas pH Extensibilidad Viscosidad
Lote 1 Color blanco, 6,30 + 0,28 41,85+ 1,53 5742,3
Lote 2 aspecto homogéneo, 6,42 + 0,33 40,20 + 1,90 5943,4
Lote 3 olor caracteristico 6,15 + 0,09 42,40 + 0,01 5821,5

Leyenda: S (Desviacion estandar)

La consistencia de las cremas depende tanto de los excipientes empleados como de su
método de elaboracién. Al evaluar la viscosidad, se fomenta la uniformidad del producto,
asegurando su estabilidad estructural y la cohesion de sus elementos (Saptarini &
Hadisoebroto, 2020).

En cuanto a los datos de viscosidad detallados en la Tabla 8, no se revel6 cambios

significativos entre si, a comparacion de los valores de viscosidad de Carnero (2023) los
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cuales van en un rango de 4136,68 + 3,18 a 4359,12 * 4,15, mientras que Palacios &
Vargas (2023) obtuvo valores que oscilan entre 3569,97 a 4452,80 que, a pesar de no

ser la misma muestra de estudio, esta disefiada siguiendo la misma metodologia.

Los resultados de sus estudios con respecto al nuestro indica que la crema es menos
densa, lo que puede ser atribuible al tiempo de reposo ya que en nuestro estudio se
midié la viscosidad a las 24 horas después de elaborada la crema. Sin embargo, los
datos adquiridos estan dentro del rango tipico que van desde 4000 y 18000 cP. Por lo
tanto, la crema tiene una buena viscosidad con consistencia adecuada lo cual
proporciona una sensacion agradable al tacto, facilita su aplicacion y una distribucion

uniforme sobre la piel.
3.7 Estudios de pre-estabilidad de la crema

3.7.1 Centrifugacion. La centrifugacion de los tres lotes de crema nos permitié evaluar
la eficacia de los agentes emulsionantes presentes en la formulacién, con la finalidad de
acelerar los procesos de inestabilidad o degradaciéon de la crema y asi predecir la
probabilidad de separacién de dos fases por factores como desestabilizacién de los
emulsionantes, incompatibilidad de los ingredientes, problemas de formulacion, etc.
(Gandomkar et al., 2023).

A tiempo cero, las cremas mostraron una consistencia homogénea con apariencia
brillante. En la Figura 3 se observa el comportamiento de las formulaciones tras el
proceso de centrifugacion, mientras que en la Figura 4 se muestra una ligera separacion
de fases en una réplica del lote #3. Esta pequefia variacion pude deberse a la
manipulacion en el proceso de elaboracion de ese lote.

Figura 4 Separacion en dos fases

Figura 3 Centrifugacion de los tres después de centrifugacion en una
lotes de crema réplica del lote #3
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3.7.2 Test de ciclo stress congelacion- descongelacion. En el andlisis de pre-estabilidad,
los tres lotes examinados sufrieron fluctuaciones térmicas entre 0°C y 25°C, tal como se
detalla en la Tabla 9. Se constaté que dichos cambios de temperatura no afectaron el
color ni el aroma de los productos, manteniendo asi sus caracteristicas organolépticas

intactas.

Con respecto a la consistencia, que incluye la textura y la capacidad de extenderse, no
se detectaron alteraciones. Sin embargo, es relevante destacar que, a temperatura
ambiente, la extensibilidad de la crema mejoré ligeramente, lo que podria sefialar una
preferencia de uso a dicha temperatura. En cuanto al pH, se observaron variaciones

menores, permaneciendo dentro de los parametros de aceptacion.

Tabla 9 Ciclo de estrés (congelacién / descongelacion) (n=3)

Resultado Media + S

Lotes Temperatura 0°C Temperatura 25°C
pH Extensibilidad pH Extensibilidad
1 6,50 £ 0,31 33,87 £ 0,59 6,49 + 0,37 34,23+ 1,88
2 6,62+ 0,29 32,01 + 2,02 6,27 + 0,16 33,52 + 3,11
3 6,49 + 0,30 33,19+ 1,34 6,49 + 0,31 35,29 + 2,92

Leyenda: S (Desviacion estandar)

Mediante la prueba de T Student para muestras pareada; se obtuvo un pH con valor de
p =0.637 y en extensibilidad una p = 0.529. Por tanto, no existe diferencias estadisticas
significativas con relacién a la crema que fue expuesta en las dos condiciones de

temperatura.

3.9.1 Evaluacién de las caracteristicas fisicas de las formulaciones en el tiempo. La
evaluacién de las caracteristicas fisicas de las cremas se llevé a cabo a lo largo de 8
semanas, realizando mediciones y observaciones periddicas para detectar cualquier
alteracion lo que puede incluir; separacion de fases, cambio de color y olor, formulacion
de grumos, etc. No obstante, en el transcurrir de las 8 semanas la crema mantuvo su
olor, color blanquecino y su aspecto homogéneo conservando las caracteristicas que se

evidencian en la Tabla 8.

3.9.1.1 Evaluacion de pH y extensibilidad. ElI pH es un factor importante dentro de las
formas farmacéuticas semisélidas en especial de las cremas, ya que son preparaciones

de uso topico, por lo tanto, las cremas deben tener un pH similar al de la piel humana,
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con la finalidad de evitar irritaciones o alguna lesion cutanea (Nurman et al., 2019).
Segun estudios realizados por Lambers et al. (2006) & Proksch (2018), informa valores
variables de pH los cuales oscilan en un rango de 4,0 a 7,0 estableciendo que un pH

acido ayuda a evitar la proliferacion de microorganismos en la piel.

Los resultados de esta prueba se visualizan en la Tabla 10, donde se muestra que el pH
de los tres lotes oscila entre 5,79 a 6,39 en el transcurrir de las semanas, lo que significa

gue estos valores todavia se encuentran en el rango del pH de la piel humana.

Tabla 10 Evaluacion de pH, extensibilidad los lotes (n=3)

Media+ S
Sem pH Extensibilidad
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 6,39+0,31 6,24+0,34 6,18+0,14 35,81+0.47 34,40+1,10 35,80+1,90
2 6,22+0,23 6,63+0,27 5,79+0,13 34,27+4,09 34,60+2,40 35,00+3,11
3 6,29+0,23 6,39+0,29 6,08+0,34 34,02+2,42 35,10+1,60 35,30+2,90
4 6,32+0,34 6,09+0,09 6,18+0,20 34,25+3,11 34,90+2,10 34,90+2,40
5 6,16+0,29 6,06+0,09 6,25+0,07 35,06+3,56 34,50+1,60 34,80+3,10
6 3,33+0,37 6,18+0,20 6,27+0,26 35,07+1,19 34,40+3,80 35,10+2,20
7 6,17+0,22 6,12+0,27 6,39+0,37 35,60+2,42 34,70+0,50 35,20+0,90
8 6,12+0,11 6,15+0,20 6,27+0,32 35,12+3,18 34,40+2,2 34,60+1,80

Leyenda: Sem (semanas); S (desviacion estandar)

En el estudio realizado por Méndez et al. (2023), sobre la creacion de un cosmético
ecoamigable con bromelina de residuos de pifia como ingrediente activo, se destacd
que una extensibilidad de 20-40 cm es 6ptima, ya que una mayor extensibilidad resulté
en una consistencia menor y, por ende, en una aplicacion del producto mas facil. En
contraste, los resultados obtenidos en esta investigacién muestran que la extensibilidad
de los tres lotes se mantiene dentro de los pardmetros esperados a lo largo de las siete

semanas de evaluaciéon, como se muestra en la Tabla 10.

Ademas, al aplicar la prueba de T Student para muestras pareadas, se obtuvo un valor
de p para el pH fue de 0,739, y el valor de p para la extensibilidad fue de 0,788. En base
a estos resultados, se concluye que no se observan diferencias significativas durante el

periodo de las ocho semanas.

3.8 Control microbioldgico de la crema

En la Tabla 11 se detallan los resultados de los ensayos microbiol6gicos a los que fue

sometido la crema de P. odoratissimum. En donde se constat6 que el producto esta en
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condiciones 6ptimas, ya que no se evidencia el crecimiento bacteriano o fungico durante
el periodo de incubacion que va de 24, 48 'y 72 horas, esto confirma la excelente calidad
y pureza microbiol6gica de la crema, garantizando su seguridad y el cumplimiento con
los estandares de control de calidad.

Tabla 11 Control microbiol6gico de lotes de la crema antimicrobiana a base del
extracto de Pelargonium odoratissimum

Andlisis microbiolégico Lote 1 Lote 2 Lote 3 Rango d_e
referencia
Microorganismos aerobios - - - <100
Candida Albicans - - - <10
Staphylococcus aureus - - - Ausencia
Escherichia coli - - - Ausencia

Leyenda: Ausencia de microorganismo (-); presencia de microorganismo (+)
* rango de referencia obtenido de las normas del CLSI (2017)
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4 CONCLUSIONES

Se lograron obtener resultados que cumplen con los parametros de calidad
tanto de la droga cruda como del extracto hidroalcohdlico de Pelargonium
odoratissimum tras un monitoreo continuo de 8 semanas, lo que representa
una validacion exitosa de su calidad.

Se identificd el contenido de flavonoides totales del extracto hidroalcohdlico,
confirmando que estos metabolitos son responsables de las propiedades
antimicrobianas del extracto.

Se evalu6 la estabilidad fisica de la crema a base del extracto de P.
Odoratissimum, lo que nos proporciond informacion sobre su comportamiento
a lo largo del tiempo, determinando que no existe cambios significativos ni
presencia de microorganismos en la formulacion, lo que ayudara a su
seguridad y eficacia durante su periodo de vida util.

Se realiz6 la evaluacibn de la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohdlico de P. Odoratissimum, proporcionandonos conocimientos

relevantes sobre su efecto antibacteriano.
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5 RECOMENDACIONES

Realizar més ensayos de cuantificacion de metabolitos secundarios presentes
en la planta P. odoratissimum.

El estudio realizado al extracto hidroalcohdlico presenta actividad
antimicrobiana con cepas aisladas, para estudios posteriores se recomienda
utilizar cepas certificadas o controles (ATCC).

Continuar los estudios de estabilidad acelerada y a largo plazo de la crema
propuesta, para determinar la vida util.

Evaluar la efectividad antimicrobiana de la crema por medio de pruebas in vitro

e in vivo.
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ANEXOS

Anexo 1 Drogas secas; hojas y tallos de la planta

Anexo 2 Determinacion de humedad en la droga seca

s

Anexo 3 Obtencion del extracto hidroalcohdlico por medio de percolacion
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Anexo 6 Actividad anti microbioldgica frente a Staphylococcus Aureus
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Anexo 8 Ensayo de viscosidad en la crema
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