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RESUMEN

En esta investigacion se realizé el analisis del comportamiento de fases de los
sistemas surfactante/aceite/agua (SOW Surfactant, Oil, Water por sus siglas en inglés), a
través de la construccion de dos sistemas ternarios. Este estudio permitié6 observar los
distintos sistemas coloidales (cristales liquidos lamelares y microemulsiones) que forma el
surfactante Tween 85 en combinacidn con agua, aceite mineral y los alcoholes que acttan
como cosurfactantes (sec-butanol/pentanol en el ternario 1 y etanol/propilenglicol en el
ternario 2). La caracterizacion de las estructuras, se realiz6 empleando la microscopia
Optica de luz polarizada. A través de ella se observé la presencia de cristales liquidos
lamelares en coexistencia con la fase microemulsion, en pocos sistemas presencia de
cristales liquidos hexagonales reversos y en otros casos (a muy altas concentracion de

surfactante) microemulsiones bicontinuas.



A partir de algunos sistemas seleccionados provenientes de ambos sistemas, se elaboraron
nanoemulsiones O/W (aceite en agua por sus siglas en inglés) empleando el método de
dilucién de microemulsiones/cristales liquidos. A través de la caracterizacion por dispersion
dinamica de luz, se determind que las nanoemulsiones O/W presentaron una distribucion
de tamafio de gota entre 11 y 71 nm, mostrando una estabilidad en la mayoria de los casos,

superior a los 12 meses.

Se analizé muestras de cacao proveniente de distintas zonas cacaotera en el estado
Carabobo (Trincheras, Canoabo y Patanemo), para incorporar los polifenoles extraidos, en
una formulacién con potencial para aplicacion cosmética. Fue seleccionado el cacao
Canoabo, el cual fue caracterizado por HPLC, determinando que su contenido de (-)-
epicatequina fue de 1.434,4 + 0,6 mg EC/kg en el extracto de polifenoles y a través del
analisis por UV visible, se determind que el contenido de flavonoides resulté de 7.792,2 +
0, 3 mg EC/ L. Representando la (-)-epicatequina el 18 % del contenido del total de los
flavonoides. Adicionalmente se evidencio que los polifenoles pueden comportarse como
anfifilos, debido a que generaron la disminucion de tension superficial del agua en 17,3
unidades de tension, en relacion a una solucion acuosa al 1 % v/v de extracto polifendlico.
Se realizaron nanoemulsiones O/W/polifenoles, en las cuales se incorporé un extracto de
polifenoles de cacao seleccionado. Estas nanoemulsiones presentaron una distribucion de
tamano de gota entre 22 y 108 nm, presentando una estabilidad en la mayoria de los casos,

superior a los 6 meses.

De estos estudios se obtuvo un producto que puede ser empleado como base cosmética
tipo suero. Esta formulacion, fase externa agua y elaborada con pocos ingredientes,
reduciria la posibilidad de reacciones o rechazo de la piel, ademas de incompatibilidad con
otros ingredientes. Contiene un porcentaje de extracto de cacao de 0,78 % en la
formulacion, los cuales al ubicarse en la interfase tienen una mayor disponibilidad como
ingrediente activo. Adicionalmente, presentd una distribucion de tamano de gota de 25 nm,
lo cual aunado a las caracteristicas mencionadas, lo convierte en un producto base

cosmeético para realizar el pasaje transdérmico.

Xl
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ABSTRACT

In this research, the analysis of the phase behavior of the surfactant / oil / water
systems (SOW) was carried out, through the construction of two ternary systems. This study
allowed us to observe the different colloidal systems (lamellar liquid crystals and
microemulsions) formed by the surfactant Tween 85 in combination with water, mineral oil
and the alcohols that act as cosurfactants (sec-butanol / pentanol in ternary 1 and ethanol /
propylene glycol in ternary 2). The characterization of the structures was carried out using
polarized light optical microscopy. Through it, the presence of lamellar liquid crystals in
coexistence with the microemulsion phase was observed, in few systems the presence of
reversed hexagonal liquid crystals and in other cases (at a very high concentration of

surfactant) bicontinuous microemulsions.

From some selected systems from both ternaries, O / W (oil in water) nanoemulsions were

made through the microemulsions / liquid crystals dilution method. Through the
Xl



characterization by dynamic light scattering, it was determined that the O / W nanoemulsions
presented a drop size distribution between 11 and 71 nm, showing a stability in most cases,
higher than 12 months.

Cacao samples from different cocoa areas in Carabobo state (Trincheras, Canoabo and
Patanemo) were analyzed to incorporate the extracted polyphenols into a formulation with
potential for cosmetic application. Canoabo cocoa was selected, which was characterized
by HPLC, determining that it's content of (-) - epicatechin is 1.434,4 + 0, 6 mg EC/ kg in the
polyphenol extract and through UV visible analysis, it was determined that the content of
flavonoids was 7.792,2 + 0, 3 mg EC/ L. Representing the (-) - epicatechin 18% of the
content of the total flavonoids. In addition, it was evidenced that polyphenols can behave as
amphiphiles, due to the fact that they generated a decrease in water surface tension by 17.3

tension units, in relation to a 1% v / v aqueous solution of polyphenolic extract.

O /W / polyphenol nanoemulsions were made, in which a selected cocoa polyphenol extract
was incorporated. These nanoemulsions had a drop size distribution between 22 and 108

nm, presenting stability in most cases, greater than 6 months.

From these studies, a product was obtained that can be used as a serum-type
cosmetic base. This formulation of external phase water, made with few ingredients,
which would reduce the possibility of possible reactions or rejection of the skin, in
addition to incompatibility with other ingredients. It presented a percentage of cocoa
extract of 0.78% in the formulation, which when located in the interface have a
greater availability as an active ingredient. Additionally, it had a drop size distribution
of 25 nm, which, together with the mentioned characteristics, makes it an ideal

cosmetic base product to carry out the transdermal passage.
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INTRODUCCION
FORMULACION DE LA INVESTIGACION

En la actualidad, la ciencia y la tecnologia enfrenta desafios por la gran
demanda de la sociedad, debido al cambio en las preferencias de los consumidores
por productos de alta calidad y bajo impacto ambiental. Estos desafios conllevan al
desarrollo de formulaciones inteligentes, las cuales pueden modular sus
propiedades frente a ciertos estimulos. Para lograr este propédsito la industria
cosmética emplea moléculas como los surfactantes.

Los surfactantes son moléculas organicas que al ser disueltas a baja concentraciéon
tienen la capacidad de adsorberse en las diferentes interfases debido a su caracter
anfifilico. Estas son capaces de formar monocapas y, lo mas importante,
estructuras de autoensamblaje (como, por ejemplo, micelas y vesiculas entre otras)
en el seno del liquido, alterando asi significativamente las propiedades
fisicoquimicas de esas interfases [l.

Debido a este comportamiento de fase y la diversidad en estructuras coloidales que
pueden formar. Los surfactantes se encuentran presentes en una gran variedad de
productos de la industria quimica, como los aceites de motor, los productos
farmacéuticos, los detergentes, pinturas, colorantes, los lodos utilizados en la

perforacion de pozos petroleros, agroquimicos, fibras, plasticos y cosméticos [231,

Una de las propiedades de los surfactantes es la formacién de emulsiones a partir
de dos fases liquidas inmiscibles, tipicamente aceite y agua. Las emulsiones son
una clase de sistemas dispersos que consisten en gotas de un liquido (fase
dispersa) dispersadas en otro liquido (fase continua), generalmente aceite en agua
(O /W,) o agua en aceite (W / O) debido a un agente emulsionante (surfactante) 4.
Siendo el tamafo de gota formado y la distribuciéon de tamafos de las mismas, un
parametro de caracterizacion para las emulsiones 1. Por otra parte, en las ultimas
décadas, ha crecido el interés en la formulacion y aplicacion de las nanoemulsiones,
debido a sus atributos especificos tales como alta estabilidad, apariencia traslucida

y propiedades de administracion de farmacos y cosméticos €.



La ciencia de los cosmeéticos abarca desde los estudios y elaboracion de la
formulacién, la aplicacion en la piel, hasta la interaccidn final con los lipidos del
estrato corneo en la piel, que en si mismos tienen la forma de una asociacion
anfifilica [®l. Para lo cual, se han empleado diferentes vias de administracion que
incluyen la transdérmica y la tépica [].

La absorcion percutanea de ingredientes cosméticos, como cremas hidratantes o
agentes antioxidantes, es baja debido a la funcion de barrera en la piel que ejerce
el estrato corneo. Con el fin de aumentar la penetracién de activos a través de la
piel, se han desarrollado y propuesto, diversas estrategias para superar la funcion
de barrera del estrato corneo [,

Entre estas estrategias se tienen las nanoemulsiones, la cuales tienen ventajas
sobre las microemulsiones, debido a que, para su formacion, es requerida una
menor concentracion de surfactantes. Ademas, las nanoemulsiones son sistemas
que pueden presentar tamarios de gotas en un intervalo de 20 a 500 nm I, Este
pequefio diametro de gota, facilita aumentar la cantidad de compuesto activo que
logra el pasaje transdérmico en la piel. Asegurando un contacto mas cercano con el

estrato corneo cuyos espacios intercelulares se encuentran entre 180-200 nm [,

En los ultimos afos, ha habido un interés creciente por los efectos beneficiosos de
algunas sustancias fendlicas, provenientes de especias y hierbas de uso comun,
para prevenir diversas afecciones patolégicas relacionadas con la edad.

El cacao es una rica fuente de compuestos polifendlicos con una gran cantidad de
flavonoides especificamente flavanoles, también conocidos como flavan-3-oles.
Estos antioxidantes protegen la piel del deterioro de la estructura dérmica y el
envejecimiento prematuro de la piel 'l Favorecen también, la produccion de
factores de crecimiento, como colageno y elastina.

El envejecimiento de la piel es un proceso complejo que involucra causas
intrinsecas y exogenas. El envejecimiento intrinseco de la piel es inevitable, pero el
envejecimiento exdégeno es causado por entornos dafinos y puede evitarse, al

menos parcialmente. El dafio fotooxidativo causado por la luz solar ultravioleta es la



causa principal del envejecimiento extrinseco de la piel, un fendmeno conocido
como fotoenvejecimiento, el cual es capaz de activar la inflamacion, acelerar el
envejecimiento fisiolégico y determinar una tipica degeneracion dérmica/epidérmica
[11]_

El propésito de esta investigacion es la elaboracion de una emulsion empleando un
meétodo de baja energia, partiendo de la formulacién de una microemulsién. Esto,
con lafinalidad de obtener un producto con caracteristicas nanométricas, para lograr
realizar el pasaje transdérmico de los componentes activos biocompatibles con la

piel.

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Las nanoemulsiones obtenidas a partir de microemulsiones y/o cristales
liquidos, se han desarrollado como vehiculos adecuados para ingredientes activos
cosméticos debido a las numerosas ventajas sobre las formulaciones existentes 9,
como la baja cantidad de surfactante que utiliza, estabilidad frente a sedimentacion,
ausencia de toxicidad y/o caracteristicas irritantes (debida a la baja cantidad de
surfactantes), baja viscosidad, buena apariencia. En el campo cosmético, el tipo de
nanoemulsién aceite/agua (O/W) se ha estudiado mas que el agua/aceite (W/O), y
los métodos de preparacion de alta energia son los mas reportados en la literatura
[12]_
Las nanoemulsiones son sistemas particularmente utiles para cosméticos, porque
el pequefo tamafo de gota asegura un contacto mas estrecho con el estrato corneo
de la epidermis, aumentando la cantidad de compuesto activo que alcanza el sitio
de accidon deseado. Ademas, de mejorar la penetracion de la capa de la piel y la
eficacia del producto [13l,
Debido a las caracteristicas antes mencionadas se busca generar un aporte en
relacion a la formulacion de nanoemulsiones a partir de microemulsiones y/o

cristales liquidos biocompatibles.



Esta tecnologia de formulacion puede ofrecer productos uUnicos con grandes
perspectivas comerciales en un mercado cosmético global muy competitivo y
lucrativo.

La inclusion de los polifenoles presentes en el cacao (Theobroma cacao), como
ingrediente activo dentro de las formulaciones cosméticas, proporciona beneficios
adicionales. Es bien sabido que estos polifenoles, son compuestos que promueven
la salud de la piel, y tienen un efecto preventivo contra diversas enfermedades
cronicas por su alto efecto antioxidante. Adicionalmente, se ha reportado que la
influencia de este tipo de polifenoles mejora la elasticidad y tono de la piel ['4],
Ademas, este ingrediente activo con propiedades antioxidantes, es un producto
proveniente de un fruto ampliamente cosechado en el pais. Esto representaria una
buena alternativa ante los costos de los productos antioxidantes importados, que
son empleados en los cosméticos y productos de cuidado personal.

La industria cosmética en Latinoamérica ha crecido a escala mundial,
comportandose de manera anti ciclica, ya que sus ventas mejoran, incluso, con las
crisis economicas 6],

Segun el portal Euromonitor Internacional, los productos de belleza y cuidado
personal a nivel mundial disminuyeron un 3,3% en 2020, por debajo del 1,9% en
2019. Sin embargo, se espera que, al concluir la primera mitad de 2021, ocurra un
repunte del 3,3% en 2021 de manera constante ['7],

En la actualidad, en Latinoamerica, los consumidores buscan productos de mayor
calidad, en un momento de crisis y desaceleracion econémica. Impulsando a los
consumidores a buscar alternativas para acceder a productos de calidad a precios
accesibles ['7],

En general, la belleza y el cuidado personal han demostrado que es relativamente
mas resistente que otros bienes de consumo de bienes de consumo no esenciales.
Dada la importancia econdmica de los cosméticos es necesario enfilar la
investigacién, a la innovacion y desarrollo nacional de productos de belleza y
cuidado personal, partiendo de nuevas tecnologias que sirvan de base para el

mejoramiento de los productos nacionales. Ademas, una ruta de desarrollo que nos



lleve a la manufactura de productos cosméticos con materia prima desarrollada en
el pais.

Esta investigacion tiene como finalidad realizar el estudio de los sistemas
Surfactantes/Aceite/Agua (S/O/W) para la formulacion de un producto tipo emulsion
como sistema de liberacion cosmética, empleando como ingrediente activo
productos de fuente natural, presentes en los granos del cacao. Esta formulacion
sera incluida en un producto final base para la piel.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos.

OBJETIVOS
Objetivo General

Formular los sistemas surfactantes/aceite/agua en dispersiones coloidales
con caracteristicas biocompatibles para encapsular polifenoles provenientes de

cacao venezolano con aplicaciones cosméticas.
Objetivos Especificos

1. Extraer y caracterizar los compuestos polifendlicos de los granos de cacao
proveniente de diferentes zonas del estado Carabobo. Para ser incorporados
como componentes en una formulacion con aplicaciones cosméticas, aquel
que presente mayor contenido de (-)-epicatequinas.

2. Analizar el comportamiento de fase de los sistemas surfactante/aceite/agua
para comprender las propiedades interfaciales de los componentes
empleados en el presente estudio.

3. Formular los sistemas surfactantes/aceite/agua para incorporar los
compuestos polifendlicos extraido de la fuente natural con caracteristicas
biocompatibles.

4. Elaborar un producto tipo emulsién en base a la formulacién bajo estudio

mediante un método de baja energia.
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CAPITULO I. POLIFENOLES EN CACAO.

Este capitulo muestra los resultados de la extraccion de los compuestos
polifendlicos de los granos de cacao provenientes del estado Carabobo, para
cumplir con el objetivo especifico 1.

EXTRAER LOS COMPUESTOS POLIFENOLICOS DE LOS GRANOS DE CACAO
PROVENIENTES DEL ESTADO CARABOBO PARA SER INCORPORADOS
COMO COMPONENTES EN UNA FORMULACION CON APLICACIONES
COSMETICAS.

OH

o PPy (1285 cm?)
\ Flavanoide:

(-)-Epicatequina

OH



1.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Los polifenoles

Los polifenoles son compuestos de baja masa molecular (200-400g/mol) que se
encuentran en plantas, frutas, vegetales, granos y cereales. Se producen como
metabolitos secundarios, que sirven para proteger a la planta del bombardeo de
patogenos y radiacion ultravioleta (UV). Ante una amenaza externa, la planta activa
una de las vias de sintesis produciendo las estructuras polifendlicas .

Los compuestos fendlicos pueden clasificarse segun su estructura quimica, se
clasifican principalmente en fenoles simples y polifenoles. Los fenoles simples
incluyen los acidos fendlicos y cumarinas, mientras que los polifenoles incluyen
flavonoides, estilbenos, lignanos y taninos 4. La clasificacion de los compuestos

fendlicos es representada en la Figura 1.1.

— Taninos Flavonas
— Estilbenos Isoflavonas
— Polifenoles 1
wn
Q .
E — Lignanos Flavanonas
‘Q
S
o
§ — — Flavonoides Flavonoles
2 )
3 Catequinas
Q
§ Flavanoles
Q o . . )
Acidos fendlicos Epicatequinas
~—{ Fenoles simples Antocianidinas
Cumarinas
Chalconas

Figura 1.1. Clasificacion de compuestos fendlicos [



1.1.2. Los flavonoides

Representan el grupo de fenoles vegetales mas comun y ampliamente distribuido.
Estan muy extendidos en el reino vegetal, con la excepcidon de algas y hongos. Son
compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun
difenilpirano (C6 -C3 -C6’), compuesto por dos anillos fenilo (A y B) unidos a través
de un anillo C de pirano heterociclico. Los atomos de carbono individuales de los
anillos A, B y C se enumeran mediante un sistema que utiliza numeros ordinarios
para los anillos Ay C, y niUmeros primos para el anillo B B,

Los flavonoides se pueden clasificar en varias subclases: flavanoles, flavanonas,
flavonas, isoflavonas, flavonoles, antocianidinas y chalconas 4.  La Figura 1.2.
Representa la estructura basica y el sistema utilizado para la numeracion de

carbono del nucleo flavonoide .

Figura 1.2. Estructura quimica basica y patrén de numeracion de los flavonoides 1.

La estructura polifendlica de flavonoides, por ejemplo, resulta ideal para la actividad
secuestrante de radicales libres, ademas han demostrado ser varias veces mas
eficaces como antioxidantes que por ejemplo las vitaminas E y C ¥, empleados
convencionalmente como los mas potentes antioxidantes naturales. Y, en el cacao
se ha demostrado que el contenido de polifenoles y potencial antioxidante es
superior a muchas fuentes naturales 1.

1.1.3. El cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta de reproduccion preferentemente
alégama, con nimero cromosomico 2n = 20 [/l de la familia Malvaceae, cultivada
en las regiones tropicales del mundo y de cuyos frutos se obtienen almendras que

son empleadas en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. (6]
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El cacao contiene cerca de 300 compuestos volatiles incluyendo ésteres,
hidrocarbolactonas, monocarbonilos, pirroles y otros mas. Se ha dicho que los
componentes importantes de sabor son ésteres alifaticos, carbonilos aromaticos
insaturados, dicetopiperazinas, piperazinas y teobromina. El cacao también
contiene cerca de 18 % de proteinas (8% digestibles), grasas (manteca de cacao),
aminas y alcaloides incluyendo teobromina (0,5 a 2,7%), cafeina (0,25 a 1,43%),
tiramina, dopamina, salsolinol, trigonelina, acido nicotinico y aminoacidos libres,
taninos, fosfolipidos, etc. [l. Ademas de ser una fuente extremadamente rica de
muchos minerales esenciales, como magnesio, cobre, potasio y hierro [,

La manteca de cacao contiene predominantemente triglicéridos de acidos grasos
consistentes de acidos oleico (37,3%), estearico (34,4%), y palmitico (26,2%). Mas
de un 73% de los glicéridos estan presentes como formas monoinsaturadas. Llega
a comprender hasta el 56% del peso seco de la almendra y su composicion,
evaluada como la relaciéon acidos grasos saturados: insaturados (promedio de
1:0,60) permite obtener una grasa solida a 25 °C, con punto de fusién entre 33 — 37
°C [8,10]

Polifenoles del cacao

Las semillas de cacao son una rica fuente de polifenoles (aproximadamente el 15%
del peso del grano seco) similares al vino, el té o las verduras. Se almacenan en las
llamadas células polifendlicas, un tipo de células de los cotiledones. Estos
compuestos confieren sensaciones astringentes y amargas y contribuyen
significativamente a los sabores verdes y afrutados de los licores de cacao '],

Hay 3 grupos principales de polifenoles en el cacao, dos pertenecen al grupo
flavonoides: catequinas (flavan-3-oles) y antocianinas (antocianidinas) y uno,
pertenece al grupo de los taninos: las proantocianidinas (taninos condensados).
Los mondmeros representan del 5% al 10% del total de los polifenoles del cacao y
los polimeros del 90% del total de los polifenoles del cacao ['"l.

Las catequinas conforman aproximadamente del 29% al 38% del total de

polifenoles, estan representadas por (-)-epicatequina (hasta el 35% del total de
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polifenoles, es decir, cerca del 98% del total de catequinas), (+) - catequina, (+) —
galocatequina y (-)-epigalocatequina 2,

Las catequinas pueden estar presentes como monomeros de catequinas, como
dimeros condensados entre si y como oligdbmeros (procianidinas), o bién pueden

aparecer como polimeros (proantocianidinas o taninos condensados) [,

Las catequinas, contienen un esqueleto de benzopirano con un grupo fenilo unido
a la posicion 2 y un grupo  hidroxilo a la posicion 3 [
Las (-)-epicatequina y catequina que se encuentran en el cacao, son principalmente
(+) - catequina (C) y (-)-epicatequina (EC). Sus estructuras se encuentran
representadas en la Figura 1.3.

OH OH

OH CH

"y
“oH

(+)-catequina (-)-epicatequina

Figura 1.3. Estructura de la (+)-catequina y (-)-epicatequina [,

Ademas de las catequinas, la subclase flavan-3-oles también incluye los ésteres de
galato de catequinas (Figura 1.4), estos incluyen 3-O-galato de (-) -
epigalocatequina (EGCG), 3-O-galato de (-) - epicatequina (ECG), (-) -
epigalocatequina (EGC), 3-O- galato de (+) - galocatequina (GCG), y (+) -
galocatequina (GC) [15 16],

Generalmente es aceptado que las excelentes propiedades antioxidantes de estos
flavonoides, se deben a la presencia de grupos hidroxilo de catecol en el anillo B.
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Los mecanismos antioxidantes de los flavonoides pueden incluir efectos sinérgicos.
La estereoquimica de estas moléculas es importante, ya que tiene influencia sobre
su reactividad y sus propiedades fisicoquimicas. La actividad antioxidante de los
flavonoides generalmente aumenta con un aumento en el numero de grupos
hidroxilo y una disminucion en la glicosilacion 7],

La (-)-epicatequina y el galato de epicatequina, respectivamente con una estructura
de difenol vecina en el anillo B y un anillo C saturado, exhiben los efectos

antioxidantes mas potentes ['8],

H

2\ o OH
S,

/)f\ /O
. y
\/\“‘n ’/OK\.-"\\\\\ N/\lf--_-_-"OH
S [

| . i \\/’ I""J/;OH

Figura 1.4. Estructura de A: 3-O-galato de (-)-epicatequina (ECG), B: (-)-
epigalocatequina (EGC), C: 3-O-galato de (-) - epigalocatequina (EGCG), D: 3-O-
galato de (+) - galocatequina (GCG) ["6].
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Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, estdn compuestos por dos
anillos aromaticos A y B unidos por una cadena de 3 C. Esté4 basada en la estructura

basica del croméforo 2-fenil-benzopirilio 1% 291 (Figura 1.5).

Catecol Pirogaliol

OH
OH

O Cation Flavilio
O ' (2-fenil benzopirilio)
OH
o

H Cianidina \
@
(o]
~
Ll

OH

HO

\ /0&)_

HO

Malvidina Petunidina

Figura 1.5. Estructura general del catién flavilio (AH +) y numeracién de atomos. R
puede representar azucares H, OH, OCHgs, -hexosa o pentosa. También se informa
la estructura de las seis antocianidinas mas comunes. Las lineas discontinuas
verdes muestran los principales fragmentos de anclaje / coordinacién. Modificado

de Sinopoliy col 9],

En el cacao la fraccion de antocianina, representa aproximadamente el 4% de los
polifenoles totales) (1. El color de las antocianinas depende del nimero y
orientacién de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula. Incrementos en la
hidroxilacion producen desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que
incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas. En la naturaleza,
las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3

y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro de los
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sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa,

arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa 20,

Las proantocianidinas (aproximadamente del 58% al 65% del total de polifenoles)
contenidas en las semillas de cacao estan representadas por dimeros, trimeros u
oligébmeros de flavan-3,4-dioles unidos por enlaces 4 — 8 0 4 — 6 [21.22],

Las proantocianidinas poliméricas y oligoméricas, llamadas también taninos
condensados, consisten en una unidad de flavanilo electrofilico, generada a partir
de un flavan-4-ol o un flavan-3,4-diol, flavan-3-ol y acoplada a una unidad de
flavanilo nucledfilo, a menudo un flavan-3-ol [4. 15. 23],

Las proantocianidinas mas estudiadas se basan en los flavan-3-oles (+) - catequina
y (-)-epicatequina. Otros flavan-3-oles importantes son (+) - galocatequina, (-) -
epigalocatequina, y (-) - galato de epigalocatequina 231,

Predominan los dimeros a hexameros, pero se pueden encontrar polimeros con 18
unidades monoméricas en los productos de cacao. Las proantocianidinas mas
importantes son las procianidinas B1, B2, B3, B4, B5, C1 y D [?4, Estas estructuras

son observadas en la Figura 1.6.
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N
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Ry

Ry

Dimeros de Procianidinas Dimeros de Procianidinas

(enlaces C4-C8) (enlaces C4-C6) Trimeros de Procianidinas
B1 (EC): R;=OH; R,=H; R3=H; R,=OH BS (EE): R;=OH; R,=H; Ry=OH; R,=H (enlaces C4-C8)
B2 (EE): R,=OH; R,=H; R;=0OH; R,=H B6 (CC): Ry=H; R,=0OH; Ry=H; R,=OH C1 (EEE): R;=0OH; R,=H
B3 (CC): Ry=H; R,=OH; Ry=H; R,=OH B7 (EC): R,=OH; R,=H; Ry=H; R,=OH
B4 (CE): R,=H; R,=0OH; R;=OH; R,=H B8 (CE): R,=H; R,=OH; Ry;=OH; R,=H

Figura 1.6. Estructura propuesta para las proantocianidinas tipo B 'y C [14 23],

Las proantocianidinas estan presentes en las plantas como mezclas complejas de
polimeros con un grado medio de polimerizacion entre 4 y 11, normalmente en
asociacion con los flavan-3-oles que la componen [23],

La proantocianidina oligomérica se asocia con una serie de actividades bioldgicas,
la mayoria de las cuales se atribuyen a sus capacidades antioxidantes. Presentan
actividad antifingica y antibacteriana 23, Una de las caracteristicas resaltantes de
estas proantocianidinas, es que pueden exhibir actividad antioxidante a través de la

inhibicién de enzimas prooxidativas [25 261,

1.1.4. Factores que afectan la composicion de polifenoles en el cacao

El contenido y la composicion de los polifenoles varian mucho dependiendo de
varios factores: genotipo, origen, grado de madurez y procesamiento del grano [?ly
el ambiente donde se desarrollan los arboles, dado por las condiciones edafo-

climéaticas [©l.
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Se ha demostrado que la cantidad y composicion de compuestos polifendlicos
(también de metil xantinas) varia con la altitud a la que se encuentran las
plantaciones debido posiblemente al diferencial de radiacién UV-B, la cual influye
de manera directa en la biosintesis de polifenoles 28,

Otros factores, atribuibles son el manejo pre y post cosecha, los cuales son
practicas culturales de manejo de la plantacién, que en las plantaciones de América
reviste de importancia. Desde el tratamiento para atacar las plagas y enfermedades
que aquejan a este cultivo (moniliasis, mancha negra, hormigas, ardillas), pasando
por el proceso de fertilizacion (sintética u organica). EIl momento de cosecha, tiempo
transcurrido entre la cosecha, el almacenamiento, el procesamiento de la mazorca,
y posteriormente, el procesamiento post cosecha principalmente la fermentacion, el
secado y tostado de las almendras 6.9,

Durante el proceso de fermentacion se puede reducir hasta un 20% el contenido de
polifenoles totales [6l. Sin embargo, el comportamiento de los polifenoles puede no
ser uniforme durante la fermentacion. Aunque el nivel de polifenoles generalmente
disminuye, se reportan casos en los que su concentracion no cambid o incluso
aumenté. Este ultimo aspecto puede ser consecuencia de la formacion de
proantocianidas como resultado de reacciones de polimerizacion ¥, Se ha
sugerido que la reduccion del contenido de polifenoles durante la fermentacién
puede verse influenciada por peculiaridades genéticas, como las caracteristicas
anatomicas de los granos [?9],

El proceso del tostado, afecta dramaticamente el nivel y la composicién de los
polifenoles %, Los polifenoles son estructuras moleculares termolabiles, y las altas
temperaturas y el tostado prolongado provocan una reduccion del contenido de
polifenoles totales. Las altas temperaturas pueden inducir la epimerizacion de (-)-
epicatequina (el principal flavanol presente en los granos de cacao sin tostar) a (-) -

catequina y (+) - catequina a (+) - epicatequina 3],

1.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.2.1. Materiales, reactivos y equipos
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1.2.1.1. Materiales

Los granos de cacao utilizados en el presente trabajo provienen de la zona
cacaotera de Patanemo, Canoabo y Trincheras, pertenecientes al estado
Carabobo. Las muestras fueron adquiridas en la Hacienda cacaotera San
Cayetano, ubicada en Canoabo, donde funciona la fabrica de chocolates Valle de
Canoabo.

Los granos de cacaos estudiados son provenientes de mazorcas en estado de
madurez de los arboles de las plantaciones de las zonas carabobefas
mencionadas. Estos granos fueron sometidos al proceso de fermentacion y secado,

de acuerdo a las practicas tradicionales de la hacienda.

1.2.1.2. Reactivos

(-)-Epicatequina Sigma Aldrich, 298% (HPLC), Acetonitriio UV grado HPLC,
Burdick & Jackson; Metanol grado HPLC, Merck; Acido Férmico 98%, Merck.
1.2.1.3. Equipos

e Espectrofotometro UV-Vis SpectronicTM HeliosTM Gamma.
Espectrofotometro UV-Vis de escaneo de un solo haz. Intervalo de longitud
de onda 190-1100 nm, posee ancho de banda fijo de 2 nm y cambiador de
celda de 7 posiciones. Control local o software para PC MS Windows
VISION.

e Espectrofotometro Infrarrojo de Transformada de Fourier FTIR Frontier
Perkin Elmer. Equipo que permite la identificacion de grupos funcionales de
materiales organicos e inorganicos, y determinadas estructuras de muestras
sélidas y liquidas por transmision espectroscopica de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR), en el Intervalo espectral comprendido entre
400y 4.000 cm™,

e Cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) con detector de arreglo de
Diodos, modelo 235C, Perkin Elmer. Columna analitica Prevail
Carbohydrate ES de dimensiones (250 mm x 4,6 mm) con relleno de un
tamano de particula de 5 ym. Bomba HPLC Alltech, modelo 626, con un
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intervalo de presion de trabajo de 0 a 6000 psi y un intervalo de flujo de 0 a
12 mL/min.
e Mini procesador de alimentos pica todo marca Black&Decker eléctrico con

funcién de pulso, modelo HC306b.

1.2.2. Extraccion de compuestos fendlicos en granos de cacao de las tres

zonas cacaoteras

La extraccion de los compuestos fenolicos se realizé a partir del cacao fermentado
y seco. El mismo fue molido para facilitar la extraccion de los compuestos fendlicos
[321 empleando un mini procesador de alimentos pica todo. Los granos de cacao
molido con un tamafo de particula entre 0,5 mm y 4,0 mm (substrato) provenientes
de cada region, fueron empleados para la extraccion de los compuestos fendlicos.
El proceso consistid en pesar una determinada masa de cacao molido (10,0000 £
0,0001) g y se colocd en un equipo Soxhlet, durante 5 h empleando como solvente
metanol (hasta que el solvente condensado sobre el sustrato se observé incoloro)

[33], Tal como se observan en la Figura 1.7.

Figura 1.7. Extraccion de los compuestos fendlicos con metanol de los granos

fermentados y secos de cacao en equipos Soxhlet.
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Los extractos obtenidos (Figura 1.8) fueron rotaevaporados para obtener los
extractos concentrados hasta un volumen de 10 mL. Luego fueron centrifugados
para eliminar los sélidos remanentes durante 15 minutos a 3.000 rpm, y el
sobrenadante de cada extracto fue conservado en envases color ambar y en

refrigeracion hasta su caracterizacion.

i

Canoabo Trincheras Patanemo

Figura 1.8. Extracto metandlico de las diferentes muestras de cacao

1.2.3. Extraccion de compuestos fendlicos en granos de cacao de la zona
cacaotera de Canoabo

Una vez seleccionado el cacao proveniente de Canoabo para incorporar a la
formulacion cosmética, se realiza una nueva extraccion para obtener mayor
contenido del extracto de este cacao especificamente y realizar su caracterizacion.
Se realiz6 el mismo proceso de extraccion anteriormente descrito para las otras tres
muestras de cacao. En este caso se emple6 una masa de cacao Canoabo molido
de 47,5871 £ 0,0001 g. EI extracto obtenido (Figura 1.9) fue rotaevaporado,
centrifugado durante 15 minutos a 3.000 rpm y el sobrenadante fue rotaevaporado
nuevamente hasta sequedad, para obtener la masa del extracto alcohdlico de
cacao. El extracto fue nuevamente disuelto, se adicion6 metanol hasta obtener un
extracto de polifenoles concentrado en un volumen de 10 mL. Luego fue conservado
en refrigeracion hasta la determinacion del contenido de (-)-epicatequina.
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Figura 1.9. Extracto metandlico de la muestra de cacao Canoabo.

1.2.4. Determinaciéon del contenido de -(-)epicatequina por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)

Para la determinacién del contenido de catequina, especificamente la (-)-
Epicatequina del extracto metandlico, se empled la técnica de cromatografia liquida
de alto desempefio (HPLC) de acuerdo con el método descrito por Arlorio et al., con
algunas modificaciones 341,

Las condiciones cromatograficas empleadas en esta investigacion fueron las
siguientes: Fase movil: Acetonitrilo - solucién acuosa de acido férmico 0,2% (80-

20). Flujo: 1 mL/min. Volumen de inyeccién: 20 yL. Longitud de onda: 280 nm.

El contenido de (-)-epicatequina para cada muestra de cacao, fue determinado
mediante una curva de calibracién de area versus concentracion, elaborada con el
patréon de (-)-epicatequina (EC). Fueron inyectadas las muestras de los diferentes
extractos metandlicos de los diferentes cacaos. A través de los valores de area
obtenidos para cada elucion y la curva de calibracion, se determiné la concentracién

de (-)-epicatequina para cada extracto alcohdlico.

1.2.5. Caracterizacion del extracto alcohdlico proveniente del cacao Canoabo

por Infrarrojo
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Espectrometria FTIR: El espectro se realizé en el extracto metandlico, del cacao de
origen de la region de Canoabo, empleando un espectrofotometro Infrarrojo de

Transformada de Fourier FTIR, modelo: Frontier Perkin Elmer.

1.2.6. Caracterizacioén del extracto alcohdlico proveniente del cacao Canoabo
por Espectrofotometria UV-visible

Para obtener el perfil UV Vis de los flavonoides presentes en la muestra, se obtuvo

una dilucion adecuada del extracto para su lectura en el Spectronic Helios Gamma

UV-Vis Spectrophotometer, desde 190 a 1.100 nm de longitud de onda, usando

como blanco metanol.

1.2.7. Determinacion de flavonoides en el extracto alcohdlico proveniente del

cacao Canoabo

500 pL de muestra fueron mezclados con 150 pL de nitrito de sodio (NaNO:zal 5 %
(p/v)), 150 pL de cloruro de aluminio (AICIs 10 % (p/v)), 1000 pL de hidréxido de
sodio (NaOH a 1 M) y se complet6 con agua destilada hasta un volumen final de 10
mL. Se prepararon cinco patrones de concentracion de 2,5 a 20 pg/mL, a partir de
una solucion patron madre de un patrén de (-)-epicatequina (EC). Se leyo la

absorbancia a 510 nm. De acuerdo con el método descrito por Scotti y col 135,

1.2.8. Determinacion de la tension superficial de una solucidon acuosa de

extracto polifendlico de cacao

Se determind la tensién superficial de una solucion al 1 % v/v de extracto polifendlico
de cacao en agua, empleando el método de Du Noly 3¢, La medida se realiza
sumergiendo el anillo de platino-ridio en la solucién a analizar, luego se lo hace
ascender lentamente, desprendiéndose el liquido del anillo y volviendo a su posicion

original.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1. Determinacion del contenido de catequina por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC)

Los flavonoides que poseen un gran numero de grupos hidroxilos
insustituidos 0 azucares son considerados compuestos polares, como las moléculas
del grupo catequinas, por lo que son moderadamente solubles en solventes polares
como: etanol, metanol, butanol, acetona 41,

En la etapa del aislamiento y purificacion es muy importante la identificacion de los
flavonoides presentes en el extracto. Para ello se pueden utilizar diferentes técnicas
cromatograficas, como la cromatografia de papel (CP), la cromatografia de capa
fina (CCF) y especialmente la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) 321,

La identificacion de los picos de HPLC de las (-)-epicatequinas en los tres extractos
de cacao, fueron realizadas en base a la comparacion con los cromatogramas a 280
nm del patron de (-)-epicatequina, corridos bajo las condiciones especificadas

anteriormente. Los cromatogramas se observan en Figura 1.10.
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Figura 1.10. Cromatogramas de los extractos alcohdlicos de cacao. P2 es el extracto
alcoholico de las muestras de cacao provenientes de Patanemo, T2 es el extracto
alcohdlico de las muestras de cacao provenientes de Trincheras y C2 proveniente

de Canoabo y el blanco (disolucién patrén de (-)-epicatequina a 100 ppm).
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En los tres cromatrogramas de los extractos alcohdlicos de cacao, se identificd el
pico correspondiente a la (-)-epicatequina, comparando todos los picos de cada
cromatograma, con el obtenido para el blanco. Dicho blanco consiste en una
disolucién del patréon de (-)-epicatequina a 100 ppm (Figura 1.10). El blanco mostrd
un tiempo de retencion entre 7,956 min y 8,106 min. Se realizaron 3 corridas de
elucién para cada muestra y se corrié con su blanco para cada una. Identificando
los picos de (-)-epicatequina a un tiempo de elucion entre 7,916 miny 8,113 min en
los extractos analizados.

A través de los valores de area obtenidos para cada elucidén y la curva de calibracion
construida con el patrén de (-)-epicatequina a diferentes concentraciones (10, 20,
50y 100 ppm), se determind la concentracion de (-)-epicatequina para cada extracto
metandlico. Los resultados de las concentraciones de (-)-epicatequina para cada
muestra de cacao se observan en la Tabla 1.1. En la Tabla se reporta la cantidad
de (-)-epicatequina en mg presente en cada extracto alcohdlico y el porcentaje de (-
)-epicatequina presente en la masa de cacao molido de cada muestra. Los calculos

tipicos se encuentran reportados en el capitulo 1 del apéndice.

Tabla 1.1. Concentracion de (-)-epicatequina en un volumen un extracto alcohdlico

de 10 mL, determinado por HPLC a las muestras de cacao de las 3 zonas

carabobenas.
Zona cacaotera Canoabo | Trinchera | Patanemo
Concentracion de EC
211,3 205,8 152,6
(mg EC/kg £ 0,3)
Cantidad de EC
2,01 1,96 1,45
(mg £ 0,01)
Porcentaje de EC en la
0,02 0,02 0,01
muestra de cacao (m/m)
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De las tres muestras de cacao analizadas, se determin6 que la muestra obtenida de
los granos de cacao procedentes de la region Patanemo vy trincheras, presentaron
menor concentracion de epicatequina que la muestras de Canoabo. Por lo tanto, se
descarto el empleo de las muestras provenientes de Trincheras y Patanemo, en la
formulacion final a elaborar.

Una vez determinada la precedencia del cacao a emplear en la formulacién, se
procedié a realizar una nueva extraccion de los compuestos polifendlicos, de una
mayor cantidad de muestra de cacao Canoabo.

Para la determinacion del contenido de (-)-epicatequina, del nuevo extracto de
polifenoles, se emple6 nuevamente la técnica de cromatografia liquida de alto
desempefo (HPLC) descrita anteriormente, en la cual se obtuvo 10 mL de un
extracto metandlico.

La identificacion de los picos de HPLC de las (-)-epicatequinas, fue realizada en
base a la comparacion con el cromatograma a 280 nm del patron de (-)-
epicatequina, corridos bajo las condiciones especificadas anteriormente. Los

cromatogramas se observan en Figura 1.11.
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Figura 1.11. Cromatogramas del extracto de polifenoles del cacao proveniente de

Canoabo y el blanco (disolucién patrén de (-)-epicatequina a 100 ppm).

Esta muestra presentd una concentracion de catequinas de 1.434,4 + 0,6 mg/kg. En
la Tabla 1.2 se reporta la cantidad de (-)-epicatequina en mg presente en extracto

polifendlico y el porcentaje de mondmeros de (-)-epicatequina presente en la masa
de cacao molido.

Tabla 1.2. Concentracién de (-)-epicatequina en un volumen un extracto alcohdlico,
determinado por HPLC a las muestras de cacao de la zona de Canoabo.
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Contenido de (-)-epicatequina Cacao
(EC) Canoabo
Concentracion de EC
(mg EC/kg + 0,6) 14344
Concentracion de EC
(mg EC/g £ 0,02) 1,43
Cantidad de EC (mg £ 0,3) 13,6
Porcentaje de EC en la 03
muestra de cacao (m/m)

Los granos de cacao no fermentados son ricos en polifenoles, aproximadamente el
35% del contenido total de polifenoles corresponde a (-)-epicatequina, una de las
dos clases principales de polifenoles, siendo la otra las antocianinas ['*- 12371, De las
etapas de beneficio del cacao (fermentado y secado), la fermentacion es la que
mayor impacto genera en la variacién del contenido de polifenoles totales [38l.
Durante la fermentacion, los polifenoles experimentan una variedad de reacciones:
la (-)-epicatequina presenta un proceso de oxidacion y polimerizacion formando
taninos complejos, lo que conlleva a una reduccién de la concentracion de (-)-
epicatequina a aproximadamente 2-3 mg / g de granos de cacao fermentados 1371,
Otros estudios, como de Payne y colaboradores 39, determinaron que el contenido
de (-)-epicatequina en distintas muestras de cacao fermentado presentaron un
intervalo de 0,78 — 1,69 mg/g de cacao fermentado.

Por tal motivo es légico encontrar valores de (-)-epicatequina en las muestras de
cacao fermentadas y secadas, mas bajos de los reportados por la literatura para
granos no fermentados. Adicionalmente, el contenido y la composiciéon de los
polifenoles varian mucho dependiendo del genotipo, origen, grado de madurez 271y
el ambiente donde se desarrollan los arboles 1,
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Segun Zapata % en el analisis a unas muestras de cacao colombiano, el contenido
de (-)-epicatequina de los granos de cacao sometidos al proceso de fermentacién
varia en un intervalo de 3,14 y 10,20 mg/g en granos sin fermentar, y 0,26 y 3,90
mg/g en granos fermentados. En el caso del cacao Canoabo, el contenido de (-)-
epicatequina en granos fermentados y secados es de 1,43 + 0,02 mg EC/g. Esto
indica que los valores obtenidos, no se alejan de los reportados en cuanto a la
disponibilidad de (-)-epicatequina en granos de cacao fermentados y secados.

A través de la cuantificacion de (-)-epicatequina por HPLC, se garantiza la presencia
de esta molécula en el extracto alcohdlico a incorporar en la formulacién. La
cromatografia liquida de alta resolucidén, como técnica cuantitativa puede ser usada
para la separaciéon, determinaciéon cuantitativa e identificacién de flavonoides. Esta
técnica muestra niveles de resolucidon y sensibilidad mucho mayor que la
cromatografia de papel o de capa fina, adicionalmente es empleada para comprobar

la homogeneidad de las muestras aisladas por otras técnicas [32.

Esta es una de las principales moléculas responsables del efecto positivo a la piel

de los polifenoles del cacao, como se menciond en la introduccion.

1.3.2. Caracterizacién del extracto alcohdlico por espectroscopia de Infrarrojo
El espectro observado en la Figura 1.12, corresponde al extracto alcohdlico de los
granos de cacao Canoabo a temperatura ambiente. La caracterizacién por FT-IR se
realizd empleando un equipo Frontier Perkin Elmer en la regién de 4000 cm' - 400

cm™,
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Figura 1.12. Espectro FTIR del extracto de polifenoles del cacao proveniente de

Canoabo.

Como se mencion6 anteriormente, los granos de cacao poseen una gran diversidad
de compuestos -1, En el extracto metandlico puede haber la presencia de diversos
compuestos que poseen un gran numero de grupos hidroxilos o azucares, como los
distintos compuestos del grupo de los flavonoides, ademas de las moléculas del
grupo catequinas (como la (-)-epicatequina identificada por HPLC) 33,

En las moléculas pertenecientes al grupo flavonoides, estan presentes los
siguientes grupos funcionales mas resaltantes: doble enlace carbono - carbono
aromatico, cetonas, enlace carbono — carbono. Ademas de que presentan
sustituciones de grupos hidroxilos —OH 4. 14,23, 41, 42]

Por lo tanto, al tratarse de una mezcla de diversos compuestos fendlicos, el espectro
IR fue empleado para inferir la presencia de los grupos funcionales caracteristicos
de los flavonoides. En la elucidaciéon de este espectro, se enfocd la atencién

especialmente en los flavan-3-oles o grupo de las catequinas, ya que 2 de los 3
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grupos de polifenoles mas importantes presentes en el grano de cacao, estan
conformados por los flavan -3-oles, en mondmeros o en oligdmeros y polimeros.
En la region de vibracion de extension X-H (4.000 cm'-2.500 cm™"), vibraciones de
extension de enlaces C-H caracteristicas se identificaron en el presente estudio a
3.311 cm™ y 2.834 cm, las cuales podrian identificar una gran variedad de grupos
funcionales 431,

Banda 3.311,34 cm: La banda de 3.500 a 3.200 cm™' esta relacionada con la
vibracion de estiramiento de grupos O-H. De 3.400 a 3.200 cm-' aparecen los
puentes de hidrégeno poliméricos posiblemente causados en gran medida por los
grupos OH del metanol. En esta zona puede estar la sefial de estiramiento H-O-H
(3.600~3.100). En esta amplia banda también se puede encontrar la sefial solapada
de los OH de los compuestos fendlicos [43-461,

Banda 2.946,03 cm™ty 2.834,52 cm™:

En la regiéon de 2.800 ~ 3.000 cm™' hay presente 2 bandas, una a 2.946,03 cm™ y
2.834,52 cm™. Esta es la regién que indica la posible presencia de los grupos CH3
y/o CH2. Estos grupos presentan una sefial reflejo en la zona entre 1.475 ~1.445
cm', como se puede ver en el espectro es la banda a 1.449,3 cm™, la cual esta
relacionada con la presencia del grupo CH3z y CH2 431,

Estas bandas pueden estar indicando la presencia del grupo CHs, proveniente del
metanol usado como solvente.

Ademas, si la banda obtenida en la zona entre 1.475 ~1.445 cm™, se acerca al valor
1450 cm™! (como lo es en este caso), puede indicar también, la presencia de grupos
-CH2- presentes en ciclo alcanos [, estructuras comunes en las moléculas del tipo
flavan-3-ol.

Banda 1.649,03 cm;

En la region de 1.765 ~ 1.540 cm™ hay presente 1 banda a 1.649,03 cm'. Esta es
la region que indica la posible presencia de los grupos carbonilos correspondiente
alas cetonas. En este intervalo la sefal obtenida podria ser originada al estiramiento
del carbonilo 131,
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Este grupo presenta una sefial reflejo en la zona 1.100 cm-'. Como se puede ver
en el espectro es la banda a 1.111,93 cm™, la cual esta relacionada con la torsion
del grupo carbonilo 151,

Banda 1.449,30 cm: La banda esta relacionada a la sefial de los estiramientos C-
Cy C-O [43-46],

Banda 1.407,87 cm: Se identifica una sefal atribuible a polifenoles 42461, En
particular, el pico alrededor de 1.285 cm™ indica un rasgo caracteristico de los
taninos a base de flavonoides. Este pico se asigné a la vibracién etérea de
estiramiento C-C, que surge de la estructura de anillo derivada de pirano de esta
clase de taninos. Este pico se encuentra generalmente en los espectros de las
catequinas y procianidinas 43471,

La presencia de los flavonoides podria estar también sugerida por la sefial obtenida
en el pico intenso a 1.018, 54 cm-', de interacciones C-C/C-O. Estas sefiales son
solo complementarias, pues los estiramientos C-C, C-N y C-O caen en la misma

region 49,

A través del analisis al espectro Infrarrojo se puede inferir, la presencia de los grupos
funcionales caracteristicos de los compuestos tipo flavonoides en el extracto

alcohdlico.

1.3.3. Caracterizaciéon cualitativa del extracto alcohdlico por
espectrofotometria UV-visible

Se determind el espectro de absorcion del extracto alcohdlico, entre 190y 1.100 nm

de longitud de onda, usando como blanco metanol. Se obtuvo absorbancia en

determinadas longitudes de ondas. El espectro es observado en la Figura 1.13.
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Figura 1.13. Espectro UV- Visible del extracto alcohdlico de los granos de cacao

Canoabo.

Todos los fenoles absorben la radiacion en la region UV, para los flavonoides, el
espectro tipicamente consta de dos maximos de absorcidn en los intervalos de 240
a 285 nm (banda Il) y 300 a 550 nm (banda 1) 48],

Las posiciones precisas Yy las intensidades relativas de estas bandas proporcionan
informacion valiosa sobre la naturaleza del flavonoide y su patrén de oxigenacion.
Segln Robards y colaboradores [*8], |os flavonoides como los 6 y 8 hidroxiflavonol y
auronas se caracterizan por una banda que se extiende hacia la region visible con
méaximos de onda larga de 380 a 430 nm, mientras que las antocianinas absorben
en la region visible, generalmente a longitudes de onda 265-275 nm y superiores a
465-560 nm. También indica que las catequinas, se caracterizan por una banda con
maximos de onda de 280 nm 18],

Si comparamos los valores de los picos obtenidos en el espectro, con los valores
reportados por Robards y colaboradores [#8], el pico obtenido a 280nm coincide con

el intervalo reportado para las flavan-3-oles o grupo de catequinas. Y el pico
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observado en el intervalo 350 a 380 nm podria sugerir la presencia del grupo de las
chalconas, ya que estos Ultimos muestran una fuerte absorcion a este intervalo 19,
No se evidencia en este extracto la presencia de otro tipo de flavonoides en estado
MOoNOMETrico.

Aunque no se evidencia la presencia de un pico claro en la zona de la banda | para
antocianinas, en el espectro se observa que para la zona de la banda Il si encuentra
un pico. Por ellos se presume que pueda ser representativo de antocianinas. El cual

podria estar solapado con el pico que indica la presencia de catequinas.

1.3.4. Determinacion del contenido de flavonoides en el extracto alcohdlico
por espectrofotometria UV-visible
La determinacion del contenido de flavonoides, se basa la formacion de complejos
estables, que forma el catién de aluminio con flavonoides en metanol (Figura 1.14).
Este complejo produce un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificacion de la absorcion. Por lo que el analisis espectrofotométrico se realiza
a 510 nm. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la
interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos, que se

encuentran presente en los tejidos vegetales [0,

Figura 1.14. Formaciéon de complejo Flavonoide-Al en solucion metandlica de

cloruro de aluminio 991,

34



El contenido de flavonoides determinado fue de 7.792,2 + 0,3 mg EC/L (8,20 £ 0,03
mg EC/g) en el extracto concentrado.

Segun un estudio realizado por Avedario y col. P'len el cual se determind, que el
contenido de flavonoides en granos de cacao secados y no fermentados, en
genotipos de cuatro especies de Theobroma de distintos origenes de cacao
mexicano, varia entre 1,61 a 30,35 mg/g. Otro estudio realizado por Sotero y col.
21 en el cual analizaron semillas de cacao peruano, reportaron el contenido de
flavonoides de 538,60 mg/100 g (5,39 mg/qg).

Comparando el resultado obtenido con los reportados por Avedario y col. B y
Sotero y col. °?], se observa que el contenido de flavonoides para el cacao Canoabo,
se encuentra dentro del promedio, entre las muestras analizadas de los estudios
reportados. Incluso, siendo mayor al reportado para la muestra del cacao peruano.
El contenido de (-)-epicatequina, se encuentra presente en un 18 % m/m en el
contenido total de flavonoides (ver apéndice del capitulo 1), lo que corresponde a
un alto contenido, ya que en granos sin fermentar ni secar, el contenido de

catequinas representa aproximadamente el 35 % del contenido de flavonoides "],

1.3.5. Determinacion de la tension superficial de una soluciéon acuosa de

extracto polifendlico de cacao

Las medidas de tension superficial de la solucién acuosa del extracto metandlico al
1 % v/v dio un valor de 55,5 dinas/cm. Este valor fue comparado con la tension
superficial del agua (72,8 dinas/cm) y una solucién acuosa de metanol al 1 % v/v
(71,8 dinas/cm). El resultado evidencia que las especies presentes en el extracto
polifendlicos, disminuyen de manera significativa la tension superficial, tal como lo
sugiere Reitzer 153, sefialando que los compuestos polifendlicos presentan actividad

interfacial.

El extracto de cacao sera incorporado como ingrediente activo en una formulacion
del tipo nanoemulsion, a una concentracion determinada para lograr el efecto

requerido de los polifenoles.
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1.4.

CONCLUSIONES

A través de la cuantificacion de (-)-epicatequina por HPLC, se garantiza la
presencia de esta molécula en el extracto alcohdlico a incorporar en la
formulacion.

De las 3 muestras de cacao analizadas, se determiné que la muestra
obtenida de los granos de cacao procedentes de la regiéon Canoabo, presenta
mayor contenido de (-)-epicatequina que las otras dos muestras de cacao.
El extracto alcohdlico del cacao Canoabo en una segunda extraccion, tiene
una concentracion de (-)-epicatequina de 1.434,4 mg EC/kg en el extracto
concentrado de 10 mL, proveniente de una masa de 47,5871 £ 0,0001 g.

Se determind que la concentracion de flavonoides es igual a 7.792,2 £ 0,3
mg EC/L (8,20 £ 0,03 mg EC/g) en el extracto concentrado del cacao
Canoabo.

El analisis al espectro Infrarrojo sefala la presencia de compuestos fendlicos
como los flavonoides en el extracto alcohdlico.

El contenido de (-)-epicatequina, se encuentra presente en un 18 % m/m en
el contenido total de flavonoides, el cual se encuentra en una concentracion
de 7.800 mg/L en 10 mL del extracto concentrado.

Adicionalmente, empleando la espectroscopia de infrarrojo y UV-Visible, se
puede determinar la presencia de flavonoides, sugiriendo la presencia de
otras posibles especies ademas del grupo flavan-3-ol o catequinas.

Los polifenoles pueden comportarse como anfifilos, esto se evidencia en los
resultados reportados, donde se presenta una disminucion de tensidn
superficial del agua en 17,3 unidades de tension, en relacion a una solucion
acuosa al 1 % v/v de extracto polifendlico.

Con los resultados obtenidos se garantiza que el extracto contenido en la
formulacién, contiene polifenoles y se garantiza la presencia de monémeros

de (-)-epicatequina.
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CAPITULO Il. SISTEMAS TERNARIOS, MICROEMULSIONES Y CRISTALES
LIQUIDOS

Este capitulo muestra los resultados de la formulacién, andlisis y caracterizacion de
sistemas surfactantes/aceite/ agua en dos diagramas ternarios, para el cumplimento
del objetivo 2. ANALIZAR EL COMPORTAMIENTO DE FASE DE SISTEMAS
SURFACTANTE/ACEITE/AGUA PARA COMPRENDER LAS PROPIEDADES
INTERFACIALES DE LOS COMPONENTES EMPLEADOS EN EL PRESENTE
ESTUDIO.
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2.1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1.1. Los surfactantes

Un surfactante (nombre proveniente de la contraccion del termino en inglés
"surface-active agent”, agente tensoactivo) tienen una estructura molecular
caracteristica que consiste en un grupo que tiene muy poca atraccion por el
disolvente, conocido como un grupo liofébico, junto con un grupo que tiene una
fuerte atraccion para el disolvente, llamado grupo liofilico. Esto es conocido como
una estructura anfipatica ¥ (Figura 2.1).

Cuando un surfactante esta presente a baja concentracién en un sistema, tiene la
propiedad de adsorberse sobre las superficies o interfases del sistema, alterando
significativamente las propiedades fisicas de esas interfases (la energia libre
superficial o interfacial de esas superficies) El termino interfase indica un limite entre
dos fases inmiscibles, el termino superficie denota la interfaz donde una fase es gas,
generalmente aire. La energia libre interfacial es la minima cantidad de trabajo
requerida para crear esa interfase 4,

Cuando una molécula con estructura anfipatica es disuelta en un disolvente, el
grupo liofébico puede distorsionar la estructura del disolvente, incrementando la
energia libre del sistema. Cuando eso ocurre, el sistema responde de alguna

manera para minimizar el contacto entre el grupo liofébico y el solvente [,

\ J \ )
Y
Grupo Grupo
hidrofilico hidrofébico

Figura 2.1. Representacion esquematica de una molécula de surfactante, la cual
consta de una parte hidrofébica y una hidrofilica. Modificado de Krister Holmberg y

col 121,

En el caso de un surfactante disuelto en solucién acuosa, el grupo liofébico

(hidrofébico) distorsiona la estructura del agua (por el rompimiento de los enlaces
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de hidrégeno entre las moléculas de agua y estructurandolas nuevamente en la
proximidad de los grupos hidrofébicos). Como resultado de esta distorsion, algunas
moléculas de surfactantes son expelidas a la interfase del sistema, con sus grupos
hidrofobicos orientados a minimizar el contacto con las moléculas del agua ',
La superficie del agua se cubre con una sola capa de moléculas de surfactantes con
sus grupos hidrofébicos orientados predominantemente hacia el aire. Esta
migracion del surfactante a la interfase, es ocasionada por el efecto hidrofébico, que
genera el rechazo del agua hacia la cola hidrofébica del surfactante. Esta
disminucién en la disimilitud de las dos fases que se ponen en contacto en la
superficie, resulta en una disminucién de la tensidén superficial del agua. Por otro
lado, la presencia del grupo liofilico (hidrofilico) impide que el surfactante sea
expulsado completamente del disolvente como una fase separada, ya que requiere
la deshidratacion del grupo hidrdfilo [,
La estructura anfipatica del surfactante provoca, no solo la concentracién de éstos
en la superficie y la disminucién de la tensién superficial del agua, sino también la
orientacién de la molécula en la superficie con su grupo hidrofilico en la fase acuosa
y su grupo hidrofébico orientado lejos de los grupos hidrofilicos .

Ademas del fendmeno de adsorcién interfacial, esto da como resultado otra
propiedad caracteristica de los sistemas tensoactivos, la tendencia a formar
agregados. Esta tendencia a formar agregados también es consecuencia del efecto

hidrofobico y de las interacciones hidrofobicas [ 2,

2.1.2. Diferentes asociaciones de sistemas anfifilos

El autoensamblaje de los surfactantes lleva a la formacion de una serie de diferentes
estructuras, como micelas esféricas, micelas, cilindricas, discos, gusano,
estructuras bicontinuas, fases lamelares y vesiculas. Algunos de los sistemas

anfifilos mas importantes se muestran en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Algunas de las estructuras formadas por autoensamblaje de
surfactantes o moléculas anfifilicas. a) Micelas esféricas, b) fase lamelar, c) Micelas

cilindricas, d) Micelas reversas, e) Estructuras bicontinuas, f) Vesiculas .

Los sistemas que contienen anfifilos, son clasificados en sistemas homogéneos y
heterogéneos Los sistemas homogéneos o fases simples son clasificados en fases
sélidas, soluciones isotrépicas y fases cristales liquidos. En el caso de los sistemas
heterogéneos, se presentan distintos sistemas con dos o mas fases, como las

emulsiones y dispersiones 23 (Figura 2.3).
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__| Fases solidas (diferentes
estructuras)

Lamelar, hexagonal, hexagonal
Reversa, Cubicas

— Fases cristales liquidos

Soluciones micelares diluidas y
concentradas, soluciones micelares
reversas, microemulsiones

Fases soluciones
isotropicas

Sistemas Homogéneos
[

4| Emulsiones

— Suspensiones

Vesiculas y liposomas

— Espumas

—| Geles

Sistemas Heterogéneos

Figura 2.3. Clasificacion de algunos sistemas anfifilicos homogéneos vy
heterogéneos [2.

Las emulsiones, son sistemas dispersos formados por dos fases liquidas
inmiscibles, una de las cuales se encuentra dispersada en forma de pequefias gotas
gue son estabilizadas por un surfactante, a veces calificado de emulsionante.
Existen diversos tipos de emulsiones: emulsiones simples de tipo agua-en-aceite
(W/O) o aceite-en-agua (O/W), emulsiones mudaltiples O/W/O o W/O/W),
nanoemulsiones simples (W/O u O/W), y microemulsiones, siendo estos ultimos
sistemas monofasicos a pesar de su nombre [,

Una caracteristica importante que diferencia los sistemas homogéneos, es orden
molecular que presentan. Las estructuras cristalinas presentan un ordenamiento

molecular de largo y corto alcance, las soluciones isotrOpicas presentan un
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desorden molecular de largo y corto alcance, mientras los cristales liquidos

presentan un desorden a corto alcance y un ordenamiento a largo alcance 2.

Dependiendo de la estructura molecular del tensoactivo, la asociacion molecular
tiene lugar por encima de una concentracién bien definida, la concentracion micelar
critica (CMC). A esta concentracion tiene lugar la micelizacion o agregacion de los
surfactantes. En la CMC, la interfase tiene una cobertura (casi) maxima y para
minimizar mas energia libre, las moléculas comienzan a agregarse en el seno del
liquido. Por encima de la CMC, el sistema consta entonces de una capa
monomolecular adsorbida, mondmeros libres y tensoactivos micelizados en el seno
del liquido, encontrandose estos tres estados en equilibrio. Por debajo de la CMC,
la adsorcion es un equilibrio dinamico con moléculas de tensoactivo que llegan y

salen de la superficie de forma permanente 571,

Las micelas, suelen ser grupos de 50 a 200 moléculas de tensoactivo, esto se
denomina numero de agregacion, cuyo tamafio y forma se rigen por
consideraciones geométricas y energéticas [°l.

En el agua, la agregacion resulta del efecto hidrofobico, es decir, del rechazo del
agua hacia la parte no polar del surfactante. El empaque de las cadenas
hidrocarbonadas resulta de la minimizaciéon del contacto de estas con el agua.
Basicamente las estructuras formadas son un balance entre su parte polar y no polar
del surfactante, es decir su balance hidrofilico lipofilico (HLB por sus siglas en
inglés) 2,

La asociacidon de estructuras refleja la forma de la molécula constituyente y se
predice por el valor numérico del parametro de empaquetamiento critico (CCP, por
sus siglas en inglés). El CCP es denotado como la relacién entre el volumen de la
seccién transversal de la cadena hidrocarbonada del surfactante y el volumen del
grupo polar (v/al). Esta relacion da la caracterizacion geométrica de un surfactante.
Donde a indica el area de la seccion transversal del grupo hidrdfilo, / es la longitud

extendida de la cadena hidrofébica, y v es el volumen del grupo hidrofébico & °I.
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El CPP es un parametro no dimensional y es util para la estimacion de estructuras
de asociacion de los surfactantes. Una molécula anfifilica al tener un CPP alrededor
de 1, forma agregados moleculares en forma de placa de curvatura cero. Si el CPP
es menor que 1, se forman agregados moleculares que forman una curvatura
convexa hacia la fase acuosa. Los agregados esféricos se forman a valores de CPP
menores que 1/3, mientras que los agregados en forma de varilla se forman a
valores de CPP entre 1/2 y 1/3. Por otro lado, los agregados invertidos que orientan
sus cadenas hidréfobas hacia el exterior se forman con valores de CPP mayores
qgue 1. Aunque el CCP no es una garantia perfecta para la formacion de cierta
estructura de asociacion, es util para comprender la relacién entre el caracter

geomeétrico de una molécula anfifilica y la estructura asociativa 89 (Figura 2.4).

Micela
Inversa Interfase

CPP>1

Lamelar

1>CPP>1/2 Agua

Micela
N Cilindrica
1/2>CPP>1/3

| Micela
Esférica
CPP<1/3

Figura 2.4. Esquema de las estructuras de autoensamblaje correspondiente a los

valores de parametro critico de empaque (CPP) Modificado de Rajabalaya R. 1ol

Clasificacién de los surfactantes
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Comunmente se utiliza una clasificacion simple de tensoactivos basada en la
naturaleza del grupo hidrofilo. Se pueden distinguir tres clases principales, iGnicos,
no idnicos y anfoteros. Los idnicos (anionicos y los catidnicos), se disocian en agua
en dos especies de carga opuesta (el ion tensoactivo y su contraion). Los no iénicos,
que incluyen una parte altamente polar (no cargado), como polioxietileno (-
OCH2CH20-), o bien grupos poliol. Los zwitterionicos (o anfoteros), que combinan

tanto un grupo positivo como uno negativo sobre una misma estructura Pl.

2.1.3. Los surfactantes no iénicos

Estos surfactantes son compatibles con todos los otros tipos de surfactantes.
Generalmente disponible como material 100% activo libre de electrolitos. Puede
hacerse resistente al agua dura, cationes metalicos polivalentes, electrolitos a alta
concentracion. Son solubles en agua y solventes organicos, incluidos los
hidrocarburos .

La mayoria de los no idnicos tiene como cabeza polar grupos poliéter que consisten
en oxietileno, los cuales provienen de la polimerizacion del 6xido de etileno. En un
surfactante las unidades de oxietileno pueden ir de 4 a 40. Ejemplo de surfactantes
con grupo polar basados en polihidroxil (poliol) son los esteres de sucralosa, esteres
de sorbitano, alquil glucésidos y esteres de poliglicerol. Estos surfactantes poliol,
también puedes ser etoxilados, como por ejemplo los esteres de acidos grasos de
sorbitano (conocidos bajo el nombre del comercio Atlas como Span) y el

correspondiente producto etoxilado conocido como Tween [,

Los métodos de elaboracion de nanoemulsiones por baja energia, se basan casi
exclusivamente en el uso de surfactantes para los cuales la cabeza polar es una
cadena de poli etilenglicol (PEG y tensoactivos PEGilados), que son una forma
particular de surfactante no idnico. Se ha utilizado en los métodos de emulsionacién
espontanea, pero su comportamiento global y su papel en estos procesos de

emulsionacion siguen un mecanismo universal [, Por tal motivo el estudio del
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sistema de fases ternario es realizado empleando surfactantes no i6nicos del tipo

etoxilados.

Algunos de los de tensoactivos no idnicos ejemplos representativos son, Tween 80,
Tween 85, Span 80 y Span 20 (observado en la Figura 2.5). Tienen un alto grado
de compatibilidad con otros ingredientes, buena estabilidad quimica y baja toxicidad
(121 Especificamente, el Trioleato de sorbitano con 20 moles de polioxietileno

(Tween 85) es empleado en nanoemulsiones cosméticas y farmacéuticas 1314,

Span 20 Span 80
=
HC HL,/ e
HO, OH o P HO OH 0 7
{ /~0 o, o
o7 0~
OH G
= Tween 85
Tween 80 —~
’ . CH,
b+ L o/ HC " oy, 17~
H} ;{Il ) JJ[IrI-I]D e~
a+b+c+d = 20 ’_F'[]w €0 a+b+c+d =20

Figura 2.5. Span 20 (Monolaurato de sorbitano), Span 80 (Monooleato de sorbitano),
Tween 80 (monooleato de sorbitano con 20 moles de polioxietileno) y Tween 85
(Trioleato de sorbitano con 20 moles de polioxietileno) 12,

Este tipo de surfactantes no iénicos, se derivan de materias primas renovables,
empleando como grupo hidréfobo acidos grasos y como grupos hidrofilicos, se
emplean carbohidratos como la glucosa 4.

Partiendo de un carbohidrato como la glucosa, la cual es hidrogenada
cataliticamente para generar el sorbitol. Luego de un proceso de deshidratacion al
gue es sometido el sorbitol, se obtiene una mezcla de polioles a base de furano,

conocido como sorbitano. El isémero predominante es el 1, 4 — sorbitano 151,
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Luego, el sorbitano se acila en un proceso que puede ser realizado en uno o dos
pasos (como se ilustra en la Figura 2.6), con un acido graso en presencia de una
base y calor, para dar ésteres de sorbitano de diversos grados de sustitucion

dependiendo de la estequiometria.

Estos esteres de sorbitano conocidos como Span, pueden ser etoxilados a través
de sus grupos hidroxilos disponibles, para obtener los surfactantes de la serie
Tween. En el caso particular del Tween 85, es el resultado de la polietoxilacion del
Span 85 [15],

HO
o HO ©
HO’&Q@OH NaH,PO,, 6
HO >
OH H,S0, HO  OH
K,CO,, acido graso C,,-
or Cy5, <215°C
Un paso:
deshidratacion
y esterificacion
<260°C O HO O
O\)ﬁ
- OH
HO
Como una mezcla de
isémeros

Figura 2.6. Los enfoques de uno y dos pasos para los ésteres de sorbitano a partir

de sorbitol y acidos grasos 191,

Diagramas de fases ternarios

Los diagramas de fase, muestran los fendmenos de autoensamblaje como funcién
de la composiciéon, temperatura, presion, etc. y proporcionan informacion sobre el
estado de disolucion de los tensoactivos y las transiciones de fases bajo ciertas

condiciones especificas 16,
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El triAngulo de Gibbs, se usa comunmente para representar el comportamiento de
una fase a una temperatura constante. Un diagrama de fase del triangulo de Gibbs,
en un sistema de SOW a temperatura constante, se puede representar de la
siguiente manera, como se observa en la Figura 2.7. Los vértices representan tres
componentes puros, lo que significa que la concentracion de cada componente
disminuye a medida que se aleja de cada vértice. El diagrama de fase se complica
cuando el nimero de componentes aumenta, en este caso se representan bajo
relacion de mezclas de componentes, a temperatura y presion constante 161,

Los diagramas de fases, definen las condiciones experimentales para la estabilidad
de ciertos sistemas, y permiten el mapeo de las fronteras de las fases. Por lo tanto,
representan una herramienta esencial para la formulacion correcta de productos ya
conocidos o de lo contrario, forman el punto de partida para el disefio de nuevas

formulaciones 161,

Surfactante
10

10 Aceite

Figura 2.7. Diagrama de fase del triangulo de Gibbs en un sistema de surfactante/
aceite/ agua a temperatura constante. Li: soluciéon micelar, I1: cristal liquido cubico
discontinuo, Ha: cristal liquido hexagonal, V1: cristal liquido cubico bicontinuo, o
cubico discontinuo reverso, O: fase aceite o fase de solucidbn molecularmente

dispersa en aceite. Modificado de Yamashita y col. 7],
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Cristales liquidos

Los cristales liquidos o estructuras mesomorficas (proveniente del latin meso= entre
y morph= forma), constituyen el cuarto estado de agregacion de la materia,
comparten con los liquidos su fluidez y con los sélidos cristalinos el orden de largo
alcance 18,

Para el IUPAC, un estado mesomdrfico es un estado de la materia en el cual, el
grado de orden molecular es intermedio entre el perfectamente ordenado en tres
dimensiones (y de largo alcance en cuanto a orientacion y posicion) que se
encuentra en los sdlidos cristalinos y la ausencia de un orden de largo alcance que
se encuentra en los liquidos isotrépicos, gases y sélidos amorfos ['8l.

Los cristales liquidos se clasifican de acuerdo a su composicion en dos grandes
grupos: termotropicos vy liotropicos. Los cristales liquidos termotropicos se forman
por el calentamiento de ciertos sélidos, a una temperatura caracteristica para cada
sustancia. La temperatura genera una desestructuracion en la cual desaparece el
orden a nivel molecular y el sistema presenta las caracteristicas de un liquido
ordinario ["8l,

Por otra parte, los cristales liquidos liotropicos, se presentan en un cierto intervalo
de temperatura, cuando algunas sustancias se dispersan en un liquido. Para una
temperatura fija, este tipo de cristal liquido aparece en un intervalo de
concentracion. Los sistemas liotropicos mas comunes, estan constituidos por
dispersiones de tensoactivos en el agua. También pueden formar parte de las fases
liotrépicas otras sustancias anfifilicas, tales como acidos grasos y esteroles, ademas
de aminas y alcoholes de cadena larga, cuyas moléculas se mantienen unidas a la
del tensoactivo por fuerzas intermoleculares de Van der Waals y uniones de puente
de hidrégeno '8, Las fases liotrépicas o mesofases de los cristales liquidos son la
lamelar, la hexagonal normal e inversa y las cubicas [8l,

La formacion y la estructura de un cristal liquido se relacionan con la concentracion
y el balance lipofilico-hidrofilico, ademas del factor geométrico de las moléculas

anfifilas que lo conforman [19l,
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Estas estructuras cristalinas liquidas se estiman a partir de texturas épticas (TO)

utilizando microscopia bajo luz polarizada cruzada (Figura 2.8) 29,

Hexagonal

Cubica Lamelar concéntrica

Figura 2.8. Textura Optica tipica de cristales liquidos por microscopia bajo luz

polarizada cruzada 191,

Fase lamelar

La fase lamelar formada en agua, consiste en una estructura donde las moléculas
anfifilicas forman una bicapa con las cabezas hidrofilicas como capas externasy las
colas hidrofobas como capa interna. Las bicapas lipidicas estan dispuestas
linealmente con canales de agua alternados. Sin embargo, si el disolvente es

organico, la orientacién de las capas se invierte [20. 211,
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2.1.3.1. Fase Hexagonal

Consta de siete micelas en forma de varilla, dispuestas en una red tridimensional
hexagonal, es decir, en cilindros. Normalmente, la fase hexagonal se obtiene con
agua como solvente, mientras que un solvente organico produciria la forma inversa,

conocida como la fase hexagonal inversa [22,

2.1.3.2. Fase cubica

La fase cubica tiene dos tipos, clubica bicontinua y discontinua (fase micelar cubica).
La bicapa lipidica en la fase cubica bicontinua esta dispuesta en un patrén de
infinitas superficies periédicas minimas. Esta se divide ademas en fases primitivas
(Im3m), diamante doble (Pn3m) y giroides (la3d) 123,

La fase cubica discontinua, consiste en las micelas dispuestas en una red cubica,
gue puede ser una cubica centrada en la cara (fcc) o una cubica centrada en el
cuerpo (bcc). Figura 2.9. De forma similar a las fases lamelares y hexagonales,

existen formas inversas de las fases clbicas bicontinua y discontinua 23,

Figura 2.9. Las mesofases de los cristales liquidos liotropicos: a) fase cubica
bicontinua primitiva. b) fase cubica bicontinua de doble diamante. c) fase cubica

bicontinua gyroid 231,

Los cristales liquidos presentan una alta capacidad para disolver tanto farmacos
hidrosolubles, como liposolubles. Esto que hace que los cristales liquidos resulten
potencialmente adecuados como sistemas de liberacién controlada de principios

activos, alojandose los farmacos liposolubles entre las cadenas hidrocarbonadas y
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los farmacos hidrosolubles en la zona polar 1?4, El surfactante Tween 85, es
ampliamente usado en la industria cosmética y farmacéutica, no sélo por no ser
toxico, sino, por la tendencia que tiene de formar cristales liquidos lamelares (Figura
2.10). Las estructuras lamelares muestran la mayor similitud con las membranas
lipidicas intercelulares, por lo tanto, los lamelares se utilizan para la administracion

transdérmica de farmacos o ingredientes bioactivos 23,

Figura 2.10. Micrografia optica de la fase lamelar de un sistema Tween 85 / agua
[25],

2.1.4. Microscopia 6ptica de luz polarizada

En el fendmeno de birrefringencia o doble refraccion: un rayo de luz incidente,
se divide en otros dos que estan polarizados perpendicularmente entre si. Si el rayo
de luz incide paralelamente a una cierta linea, el eje dptico, ocurre una refraccion
sencilla y no doble. Los cuerpos que tienen un solo eje Optico, se denominan
uniaxicos o uniaxiales, mientras que los biaxicos o biaxiales, son los que poseen
dos ejes Opticos. En los cuerpos uniaxicos positivos, el indice de refraccion es

maximo en la direccion del eje optico, mientras que en los negativos es minimo [26
27]
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El fendbmeno de la doble refraccidon es responsable de la imagen al microscopio
polarizante (de luz polarizada), a la que se denomina textura ptica. Esta se observa
al cruzar los polarizadores. La textura optica se debe a la orientacion superficial de

los directores en los limites de la muestra y a los defectos en su estructura cristalina
(28]

El uso de luz polarizada y la visualizacion de las muestras a través de polarizadores
cruzados, proporciona una imagen negra para las fases isotropicas, mientras que
las anisotropicas proporcionan una imagen brillante. Los patrones en un
microscopio optico de polarizacion son claramente diferentes para diferentes fases
anisotrépicas y, por lo tanto, pueden usarse para identificar las fases .

Segun Rosevear 29, un tipo de textura que presenta la fase lamelar, son las conicas
focales, que constituyen una consecuencia de fuerzas que impiden la formacion de
una disposicion uniaxial. Asi, por ejemplo, son favorecidas por la curvatura de la
superficie de las gotas. Bajo estas circunstancias, las capas de la fase lamelar se
curvan y dan una familia de superficies tales que minimizan la tension a que se ve
sometida la estructura lamelar curvada.

Las texturas conicas focales se dividen, segliin Rosevear 2%, en texturas debidas al
tipo de unidades y texturas compuestas. A las primeras, este autor las dividié en
unidades positivas, negativas y con forma de abanico (fanlike units). Las unidades
positivas y negativas son las que dan cruces de extincion que corresponden,

respectivamente, a estructuras uniaxicas positivas y negativas (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Cruces de extincion de cristales liquidos uniaxicos: a) positivos y b)

negativos 118,

Rosevear 29, incluyé dentro de las texturas compuestas a los mosaicos (reticulos
de unidades positivas y negativas), lineas oleosas (oily streaks), bordes
birrefringentes, terrazas, con forma de abanico y batonnets.

Las texturas mosaico (Figura 2.12 a) representa el maximo grado de desorden a
nivel microscopico de la fase lamelar. Las lineas oleosas (Figura 2.12 b),
denominadas asi por su aspecto, constituyen la categoria mas comun de defectos
estructurales en las fases lamelares. Las lineas oleosas son cadenas de pequefios

grupos conico focales 12,
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Figura 2.12. (a) Textura mosaica. Microscopia con polarizadores cruzados con una

ampliacién de 150x [31]. (b) Lineas oleosas [8l.

Las terrazas, denominadas también terrazas de Grandjean, se forman en los bordes
de las gotas, en los que adoptan una forma escalonada o en terrazas 3%,

Los batonnets (pequefios bastones) son cuerpos birrefringentes alargados,
raramente cilindricos, de superficies curvas y simétricas alrededor de sus ejes
longitudinales que se encuentran asociados con una precipitacion rapida. Con
frecuencia se presentan altamente ornamentados y su aspecto recuerda a las patas

talladas de los muebles antiguos 301,

Las texturas coénicas focales, tanto positivas como negativas, las texturas mosaico
y las oleosas, sirven de referencia para identificar la presencia de cristales liquidos
lamelares en los sistemas estudiados.

Las principales texturas compuestas que se observan en la fase hexagonal son las
lineas oleosas, la textura con forma de abanico y la textura angular. Ademas, el
medio puede asumir texturas no geométricas, por ejemplo, mientras que un lamelar
nunca es menos geomeétrico que un mosaico fino. Las texturas angulares
hexagonales (observadas en la figura 2.8) y en forma de abanico (Figura 2.13) del
medio, se basan en la disposicion de los agregados moleculares cilindricos. La
textura con forma de abanico es la mas comunmente asociada con la fase
hexagonal. El limite entre dos areas con forma de abanico es una discontinuidad
nitida. En la fase hexagonal, los brazos de extincion son rectos desde el centro

hasta su limite exterior ('8!,
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Figura 2.13. Textura optica de una fase Hexagonal tipo abanico 32,

Los cristales liquidos, también pueden encontrarse estabilizando gotas de
emulsiones. Como lo sugiere y esquematiza Suzuki ' en la Figura 2.14. Pueden
presentarse casos de una emulsién de gota secundaria, en la cual ocurre la
formacion de un conjunto molecular que rodea las gotas de emulsion, las cuales son
estabilizadas y retenidas por un cristal liquido. Esta propiedad de la emulsion ofrece

una excelente estabilidad frente a la coalescencia.

Surfactante

Cristal liquido e
®™~ Alcohol graso

Figura 2.14. Modelo esquematizado de una emulsién O/W, estabilizada con la fase

cristal liquido cristalino. Modificado de Suzuki [19].
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2.1.5. Microemulsiones

Como se menciono6 anteriormente, los surfactantes forman una gran variedad de
microestructuras, cuando el proceso de autoensamblaje tiene lugar en presencia de
agua y aceite, el surfactante puede ayudar a solubilizar los dos liquidos que de otro
modo serian inmiscibles. Algunas de las fases obtenidas en tal sistema ternario se
denominan microemulsiones “1.

Las microemulsiones son mezclas macroscopicamente  isotrdpicas,
termodinamicamente estables de dos liquidos inmiscibles (es decir agua y aceite)
estabilizados por moléculas tensoactivas con propiedades hidrofilicas-lipofilicas
apropiadas 3. Su estabilidad termodinamica y su nanoestructura son dos
caracteristicas importantes que las distinguen de las emulsiones ordinarias, las
cuales son termodinamicamente inestables. Las microemulsiones presentan un alto
grado de dinamismo con respecto a su estructura interna 3341,

Son macroscopicamente homogéneos pero heterogéneos a nivel microscopico, ya
que una monocapa tensoactiva separa los dominios de agua y aceite [34.

Las microemulsiones se pueden formar por mezclas de surfactante, aceite y agua
solamente, pero en muchos casos es necesaria la presencia de un cosurfactante,

el cual puede ser un alcohol de cadena media [3 341,

En cuanto a la estructura de las microemulsiones, dependen de la concentracion de
agua y aceite, ademas de la concentracion de tensoactivos 341,

Dos microestructuras tipicas son las globulares o gotas, donde los dominios de agua
y aceite son usualmente en forma de glébulos. Para sistemas que presentan baja
concentracion de aceite (micelas hinchadas), tenemos microemulsiones de aceite
en agua, es decir, gotas de aceite en agua (o / w). Este sistema es definido por
Winsor B3, Como una microemulsion tipo |, donde la relacién entre la energia de
interaccién por unidad de area interfacial entre el surfactante y el aceite, y la energia
de interaccién por unidad de area interfacial entre el surfactante y el agua, es menor
a uno (R<1). Indicando que hay un dominio de las interacciones hidrofilicas,
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favoreciendo la formacién de una estructura tipo micelas. Estos sistemas presentan
un exceso de fase aceite coexistiendo con la microemulsion (61,

Para sistemas de baja concentracion de agua (micelas hinchadas inversas)
tenemos microemulsiones de agua en aceite, es decir, gotas de agua en aceite (w
/ 0). Este sistema es definido por Winsor % como una microemulsién tipo I, donde
la relacion entre la energia de interaccion por unidad de area interfacial entre el
surfactante y el aceite, y la energia de interaccion por unidad de &rea interfacial
entre el surfactante y el agua, es mayor a uno (R>1). Indicando que hay un dominio
de las interacciones lipofilicas, favoreciendo la formacién de una estructura tipo
micelas invertidas. Estos sistemas presentan un exceso de fase acuosa
coexistiendo con la microemulsion B8, En la Figura 2.15, se pueden observar

micrografias de microemulsion del tipo gotas.

NaCl — octano—C12Es T = 36,3 ° C. (a) A través de la técnica Imagenes directas de

fractura por congelacion (FFDI), se observa la imagen que muestra gotas de agua
brillantes de un diametro medio <d> = 44 £ 13 nm sobre un fondo aceitoso oscuro.
(b) La imagen de microscopia electrénica de fractura por congelacion (FFEM)
respalda el resultado de FFDI. El diametro medio de las gotas de agua es <d> =47

+ 8 nmB7l,
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En un sistema monofasico que contiene cantidades similares de aceite y agua, la
estructura puede ser alternativamente micelas normales hinchadas en agua o
micelas inversas hinchadas en aceite, con micelas casi tocandose en ambos casos
debido a la restriccion de volumen. Este tipo de sistema SOW monofasico se conoce
como microemulsiéon Winsor tipo IV. También, puede ser definido como tipo IV, si el
sistema contiene una microemulsion pura, sin la coexistencia de fases de aceite o
agua libre, todos los componentes del sistema se solubilizan mutuamente 361,

El comportamiento de la fase de tipo | y tipo Il pueden considerarse como un tipo IV
en el que el tensoactivo no es capaz de solubilizar todo el aceite o agua, presente
en el sistema y, por lo tanto, algo de exceso de aceite 0 agua es expulsado. Estos
dos casos estan relacionados con la presencia de un tipo especifico de micela, es

decir, con una curvatura especifica 361,

Cuando las concentraciones de agua y aceite son comparables, la microemulsion
se convierte en una red interconectada de dominios de agua y aceite, conocida
como una microemulsion bicontinua [¥8l. Estas fases bicontinuas, consisten en
capas extendidas de tensoactivo, que separan los dominios de aceite y agua de
manera que sean continuas, y por lo tanto tienen una microestructura fascinante
similar a una "esponja" 13¢l. Este sistema es definido por Winsor % como una
microemulsion tipo I, cuando se presentan en un trifasico, es decir una fase media
que coexiste con un exceso de fase acuosa y fase oleosa.

La relacién entre la energia de interaccion por unidad de area interfacial entre el
surfactante y el aceite, y la energia de interaccién por unidad de area interfacial
entre el surfactante y el agua, es igual a uno (R=1). Indicando que equilibra la
atraccion del surfactante tanto por el agua como por el aceite 361,

Como se observa en la Figura 2.16, la imagen de una microemulsién bicontinua a
través de microscopia electronica de barrido por congelacion-fractura, se muestran
capas continuas, que forman una red similar a una esponja tridimensional conectada

de forma multiple.
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Figura 2.16. Micrografias de una microemulsion bicontinua del sistema ternario H20-
n-octano-CizEs. (a) Imagen de microscopia electronica de fractura por congelacion
(FFEM por sus siglas en ingles) y (b) micrografia imagenes directas de fractura por
congelacion (FFDI por sus siglas en inglés) [¥71,

En las microemulsiones, las peliculas interfaciales ordenadas topolégicamente
estan formadas por las moléculas de tensoactivo que son forzadas a entrar en la
interfaz microscopica agua / aceite debido a su anfifilicidad. La naturaleza y las
propiedades de estas peliculas interfaciales microscépicas son esenciales para las
microemulsiones en su conjunto y, en particular, para la caracteristica mas

interesante de las microemulsiones, es decir, su estructura 34,

Se considera que el parametro principal que determina la microestructura de la
microemulsion, es la curvatura media de la pelicula interfacial anfifilica 4.  Por
definicidn, las curvaturas son positivas si la pelicula anfifilica tiende a encerrar aceite
(o / w-microemulsiones) y negativas si tiende a encerrar agua (w / o-
microemulsiones). Los que la curvatura de la pelicula anfifilica depende de distintos
pardmetros, como son la temperatura, la composicion de la pelicula anfifilica, la

salinidad, etc. [34,

65



2.1.6. Barridos de formulacion y el balance lipofilico hidrofilico

El balance lipofilico hidrofilico (HLB), es una caracteristica definida del tensoactivo,
sirve como guia para la clasificacion y seleccibn de emulsionantes. Se ha
correlacionado con varias propiedades del sistema, como la CMC. La escala HLB
se calibra de 1 (acido oleico) a 20 (oleato de potasio), con una regla de escala lineal
sobre una base de porcentaje (%) en peso. A los tensoactivos que se comportan
como una mezcla especifica de acido oleico / oleato de potasio se les asigna el valor
HLB correspondiente de la mezcla [3° 40,

El Barrido de formulacién HLB, es un método de caracterizaciéon que se basa en la
consecucion de una formulacion 6ptima empleando la regla lineal de las mezclas
[40]

Una formulacion denominada optima, se forma bajo condiciones muy especificas
presenta la ocurrencia de varios fenomenos: tension interfacial ultra baja, hasta 10-
4 dinas/cm, comportamiento trifasico (una microemulsion en una fase media, que
coexiste con un exceso de fase acuosa y fase oleosa, es decir, Winsor Ill), maxima
solubilizacion de aceite y agua por el tensoactivo /mezcla de alcoholes. Estas
condiciones especificas, se presentan siempre que la afinidad del tensoactivo por
la fase acuosa, equilibre exactamente su afinidad por la fase oleosa. Y con unas
variables de formulacion bien definidas, es decir, tipo de tensoactivo, tipo y
concentracion de alcohol, tipo y concentraciéon de electrolito, tipo de aceite y

temperatura 40,

La elaboracion del barrido de formulacion HLB, se lleva a cabo facilmente y produce
una precision equivalente a 0,1 unidades HLB. La caracterizacion se puede realizar
con uno o dos tensoactivos basicos, y el parametro de tensoactivo resultante, que
puede expresarse como HLB, es independiente de las otras condiciones, es decir,
tipo de aceite, tipo y concentracion de alcohol, tipo y concentracidon de electrolito y

temperatura 40,
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La Figura 2.17 ilustra el aspecto de los tubos de un barrido a temperatura de 25 °C,

en el cual se ubica la formulacion 6ptima en HLB=11,16.

Om Om = o 0 o 0]
M/CL
/ M/CL M/CL W
W W W W W m Wm

HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB
7,08 8,18 10,52 11,16 12,92 13,4 15,03

1

Formulacion
Optima

Figura 2.17. Comportamiento de fase del sistema Tw80 o Tw85-Sp80 0
Sp20/solucién de NaCl 5%/parafina liquida, surfactante =1%. WOR=1, a 25 °C.
Donde, W: simboliza una fase acuosa (solucién salina). W: simboliza una fase
oleosa (aceite). Wm: simboliza una fase acuosa de tipo solucion micelar o
microemulsion. Om: simboliza una fase oleosa de tipo solucion micelar o
microemulsion. CL: simboliza una fase (birrefringente) de tipo cristal liquido
probablemente lamelar. M: simboliza una fase microemulsién bicontinua.

Modificado de Fernandez y col. [4l.

Shinoda [*1, desarroll6 un sistema de temperatura de inversion de fase (PIT) para
seleccionar un emulsionante y compararlo con el sistema de valores HLB. El valor
HLB de un tensoactivo no i6nico cambia con la temperatura y se produce la
inversion de un tipo de emulsion en el que estas dos propiedades simplemente se

equilibran [39],

2.1.7. Formulacién de microemulsiones
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La formulacién se relaciona esencialmente con el contenido de los sistemas y
generalmente no con la forma en que se logra si se consideran sistemas
termodinamicamente estables. Un sistema de microemulsion contiene una fase
oleosa organica (O), una fase acuosa (W) y un tensoactivo (S) a una temperatura
(T) y presién (p) dadas. Pero es necesario considerar que el agua siempre contiene
electrolitos. Ademas, los aceites y casi todos los tensoactivos comerciales son
mezclas. En la mayoria de los casos, se afiade un cotensoactivo, por ejemplo, un
alcohol, entre otras funciones, para reducir la rigidez de la capa de tensoactivo y asi
prevenir la formacion de mesofases gelatinosas 361,

Aparte de la naturaleza de cada uno de los componentes de la SOW, también
influyen en las propiedades T y p, a veces en gran medida. Por otro lado, es
probable que la cantidad relativa de las diferentes sustancias presentes en el
sistema también cambie las propiedades y, a menudo, se las denomina variables
de composicidén, se expresan como fraccidn, porcentaje o proporcion en peso o
volumen 1361,

El manejo preciso de la formulacion es extremadamente util no solo para hacer
microemulsiones y ajustar sus propiedades, como su capacidad de solubilizacion, o
para lograr una tension interfacial baja para facilitar la emulsionacién o mejorar la
recuperacion de aceite. Se ha demostrado que la formulacion también esta
directamente relacionada con las propiedades de la emulsion, como su tipo,

estabilidad, viscosidad, tamaro de gota y con la eficiencia del protocolo de emulsion
[36],

Un criterio de formulacion generalizado, es la desviacion hidrofilica-lipofilica (HLD),
un numero adimensional que expresa la diferencia de afinidad del tensoactivo por
las fases oleosa y acuosa, tomando como referencia la formulacion 6ptima. EI HLD
es funcion de todas las variables de formulacion (caracteristicas del tensoactivo,
tipo y concentracién de cosurfactante, temperatura, naturaleza del aceite, salinidad).
Desde el punto de vista fisicoquimico, tiene una base soélida, ya que representa el

cambio en el potencial quimico estandar cuando una molécula de surfactante se
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transfiere del aceite al agua en las condiciones de los experimentos. (Ay * o - w), un
valor que se puede obtener mediante la medicion del coeficiente de reparto K del

surfactante entre aceite y agua 36421,

HLD= In K/ Kref (2.1)
IK=1In C°/In C¥=Ap * 0w/ RT (2.2)

En estas ecuaciones, C° y C W son las concentraciones de tensoactivo en las fases
de aceite y agua respectivamente (en ausencia de formacién de micelas), y Krer €s
el valor del coeficiente de reparto de tensoactivo en la formulacion éptima, para el
trifasico 142,

Para los tensoactivos no idnicos, como los alcoholes grasos etoxilados en equilibrio
con una fase acuosa y un alcano lineal, la determinacién experimental del

coeficiente de reparto en diferentes sistemas ha llevado a la siguiente relacion 42,

HLD =a —EON+b xS —k X ACN —mx A+ cTAT  (2.3)

En esta expresiéon, a depende de la estructura quimica del grupo lipofilico del
tensoactivo, EON es el numero de 6xido de etileno, es decir, el numero de grupos
de 6xido de etileno por molécula, S representa la salinidad (en% en peso en la fase
acuosa), ACN es numero de carbonos del alcano lineal, m es una constante que
depende de la naturaleza del alcohol, A es la concentracidn de alcohol con respecto
al volumen total del sistema, AT es la desviacion de temperatura de la referencia
ambiente (generalmente 25 ° C), b es una constante que depende del electrolito, y
cT depende ligeramente de la temperatura y el grado de etoxilacion 421,

La expresion HLD es una herramienta util para comparar cuantitativamente la
influencia relativa de los diferentes factores de formulacion, para establecer una
escala experimental para la clasificacion de aceites, tensoactivos y alcoholes, y para

formular microemulsiones y emulsiones con propiedades dadas 42,
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2.2.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.2.1. Reactivos y equipos
2.2.1.1. Reactivos

>

Aceite mineral de densidad a 15 °C, kg/L de 0,865.

Surfactantes: Surfactante tipo no ionico esteres de sorbitano etoxilados:
Trioleato de sorbitano con 20 moles de 6xido de etileno (Tween 85), HLB =
11, y monooleato de sorbitano con 20 moles de 6xido de etileno (Tween 80),
HLB = 15.

Surfactantes no ionicos derivados del éster de sorbitano: Monolaurato de
sorbitano (Span 20), HLB = 8,6 y monooleato de sorbitano (Span 80), HLB =
4,3. Todos adquiridos de CRODA.

Cloruro de sodio (NaCl): Porcentaje de pureza = 99,5 %, adquirido de J.T.
Baker.

Sec-butanol: (2-Butanol) Porcentaje de pureza = 99,0 %, adquirido de Merk.
Pentanol: (1-pentanol) Porcentaje de pureza = 99,5 %, adquirido de CARLO
ERBA.

Etanol: Porcentaje de pureza grado HPLC, adquirido de J.T. Baker
Propilenglicol: Porcentaje de pureza = 99,5 %, adquirido de Sigma-Aldrich.

Agua bidestilada.

Todos los reactivos fueron utilizados como fueron recibidos.

Etanol Propilenglicol 2-Butanol

0

1-Pentanol
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Figura 2.18. Estructura general de los alcoholes empleados como cosurfactantes:
etanol, propilenglicol, 2-butanol y 1- pentanol [43-46],
Equipos

e Microscopio de Polarizacion MOTIC BA310 POL trinocular tipo Siedentopf,
inclinado 30 °, y giratorio 360 °. Analizador rotatorio 360°, lente de Bertrand
0,5 X y ranura para laminas compensadoras. Revolver cuadruple inverso,
con 3 e centrables. Objetivos Color Corrected Infinity Optical System 4X/0,10
(WD 15,9 mm), 10X/0,25 (WD 17,4 mm), 40X/0,65/S (WD 0,5 mm) y
60X/0,8/S (WD 0,35 mm). Sistemas de enfoque macro y micrométrico con
ajuste de tension. Condensador abatible acromatico A. N. 0,990/0,13 con
diafragma iris y polarizador rotatorio. lluminacion Koehler halégena cuarzo
6V/30W con control de intensidad 7.

Figura 2.19. Microscopio de Polarizacion MOTIC BA310 POL trinocular empleado
para caracterizar los sistemas SOW, ubicado en el Centro de Investigaciones
Médicas y Bioldgicas de la Universidad de Carabobo (CIMBUC).
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2.2.2. Barridos de formulacién HLB:

Se realiz6 un barrido de formulacién, donde la variable de formulacion empleada en
el estudio fue el HLB de una mezcla de surfactantes. Para ello, se preparé un barrido
de referencia, para evaluar en qué proporcion de surfactantes se obtiene la
formulacion 6ptima, con microemulsiones vy cristales liquidos.

En cada tubo de formulacion, los sistemas surfactantes/agua/aceite contienen una
relacion agua: aceite 1:1. Cada fase contiene un volumen de 5 mL, para obtener un
volumen total de 10 mL en cada tubo analizado. Cada formulacion se realizé a una
salinidad de 1% masa/volumen (g/mL) de NaCl. En cada tubo se colocé una relacién
distinta de los 4 surfactantes para asi obtener diferentes valores de HLB, que van
desde 4,3 hasta 15,0. La concentracion de surfactante o mezcla de surfactantes es
de 3% masal/volumen (g/mL), lo que permite obtener un aumento del volumen de la
fase microemulsién. Como cosurfactante se emplea una mezcla de los alcoholes
sec-butanol/pentanol en una relacion de 2:1. Este protocolo ha sido modificado del
empleado por Pereira 48,

Los tubos se prepararon agregando los componentes en el siguiente orden: a)
surfactante de alto HLB Tween 80 o Tween 85, b) agua y solucion de cloruro de
sodio, c) surfactante de bajo HLB Span 20 o Span 80, d) aceite y e) la mezcla de
alcoholes. Los tubos se mezclaron suavemente bajo agitacion de balanceo manual,
dos veces.

Los tubos se dejaron en reposo durante un minimo de 24 horas, tiempo en que ha
ocurrido la separacion completa de las fases. Una vez separadas las fases, se
verifica la presencia de surfactantes en cada fase de los tubos formulados, mediante
el efecto Tyndall [ 491, A través de este fendomeno fisico, que causa que las particulas
coloidales en una disolucién sean visibles al dispersar la luz, se determinar la
presencia de alto contenido de surfactante al observar la trayectoria de un laser que
se hace pasar por la muestra.

Se determind el tubo con la formulacion 6ptima, del conjunto de formulaciones en
la cual se presentd un sistema trifasico. Fue caracterizada empleando la

microscopia optica de luz polarizada.
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2.2.3. Barrido HLB Para la caracterizacidon de dos surfactantes comerciales

Una vez caracterizado el barrido de HLB de referencia, se procedié a realizar dos
barridos HLB para la caracterizacion de dos surfactantes comerciales, con la
finalidad de evaluar su posible uso en la construccién del sistema ternario SOW.

Una vez obtenido el HLB de referencia se retira una proporcion del 20%
masa/volumen (m/v) de la mezcla surfactante, la cual es sustituida por la muestra
problema de HLB desconocido. Finalmente se selecciona el sistema 6ptimo, el cual
fue caracterizado empleando la microscopia 6ptica de luz polarizada. EI HLB se

calculd segun la regla de las mezclas 9,

HLB*

05 (Ec. 2.4)

HLB ref—

HLB problema =
0.2

2.2.4. Construccion del diagrama de fases ternario SOW

Para la construccion del sistema de fases ternario SOW, se agruparon los
componentes por categorias (polar, no polar y anfifilico).

La fase polar o acuosa (W) esta compuesta por agua destilada y cloruro de sodio a
una concentracion de 10% masa/ volumen (m/v). La fase no polar o aceite (O),
conformada por aceite mineral. La fase anfifila o surfactante (S) esta compuesta por
Tween 85 mas los cosurfactantes. Se establece una relacién 2:1 en masa de
Surfactante: Cosurfactante, como lo establecié Kupper 53y colaboradores

Se elaboraron dos sistemas de fases ternarios SOW, manteniendo la fase oleosa y
la fase acuosa con los mismos constituyentes. En la fase anfifila se empled Tween
85 para ambos ternarios, variando soélo el cosurfactante empleado, pero
manteniendo constante la misma proporcién Surfactante: Cosurfactante en ambos
Casos.

En el diagrama ternario 1, se empled como cosurfactante la mezcla de alcoholes

sec-butanol/ pentanol, en una relacion 2:1 en masa. Esta relaciéon es la misma que
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se empled en el barrido HLB, realizado para determinar el surfactante que se
emplearia para la construccién del ternario.

En el diagrama ternario 2, se emple6 como cosurfactante la mezcla
propilenglicol/etanol en una relacién 1:1. Esta es la relacién empleada por Kupper
[0l en su estudio de microemulsiones cosméticas, empleando esta mezcla de

cosurfactantes.

2.241. Ternario1

Para la construccion del diagrama de fases, se fijaron diferentes porcentajes de la
fase anfifilica, y en funcion a ello se establecido la composicion de los demas
componentes. Esto, debido a que se desea analizar, el tipo de estructura o
asociaciones coloidales que se forman, con determinado porcentaje de fase
anfifilica, a determinadas relaciones W/O.

Los porcentajes de fase anfifila fueron establecidos de la siguiente manera: 1, 3, 5,
7, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 70 % en masa. La fase anfifila o surfactante mas el
cosurfactante.

Para cada uno de los puntos, el porcentaje restante se establecid para el agua y
aceite, para una sumatoria del 100 % de las tres fases. Las relaciones en peso de
agua/aceite para cada porcentaje de fase anfifilica establecida se variaron de 30/70
a 70/30, especificamente (30/70, 40/60, 45/55, 50/50, 55/45, 60/40 y 70/30).

Por ejemplo, para el tubo 24 (reportado en la Tabla) correspondiente al sistema 4,
se establecié en 7% de fase anfifilica. Por lo tanto, el 93% restante corresponde a
la sumatoria de la cantidad de agua y aceite. Esa cantidad total de agua y aceite
dentro del 93 %, se encuentra en una relacion masica 45/55, es decir, 45% de agua
y 55% de aceite.

La composicion de cada tubo se observa en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Identificacion de cada tubo por composicion en masa de los componentes

anfifilicos, y la relacion agua y aceite, para la construccion del diagrama de fases

ternario 1.
Identificacién de cada tubo por composicion
Relacion Agua / aceite (W/O)
Porcentaje en masa
Surfactante /(Agua y 30/70 40/60 45/55 50/50 55/45 60/40 70/30
aceite)

1% surf / 99% W/O 1 10 21 32 43 54 65
3% surf / 97% W/O 2 11 22 33 44 55 66
5% surf / 95% W/O 3 12 23 34 45 56 67
7% surf / 93% W/O 4 13 24 35 46 57 68
10% surf / 90% W/O 5 14 25 36 47 58 69
20% surf / 80% W/O 6 15 26 37 48 59 70
30% surf / 70% W/O 7 16 27 38 49 60 71
40% surf / 60% W/O 8 17 28 39 50 61 72
50% surf / 50% W/O 9 18 29 40 51 62 73
60% surf / 40% W/O 19 30 41 52 63

70% surf / 30% W/O 20 31 42 53 64

Todos los componentes fueron pesados y sellados. Se aplicaron 100 golpes de
agitacion manualmente. Todos los sistemas se almacenaron en un bafio de agua a
una temperatura de 26 °C durante 3 meses, el cual fue el tiempo requerido para que

todos los sistemas alcanzaran el equilibrio.

2.24.2. Ternario 2

Tal como se realizé en el ternario 1, se fijaron diferentes porcentajes de la fase
anfifilica, y en funcién a ello se establecid la composicién de los demas
componentes. En este caso, se escogieron determinados puntos para evaluar,
como se observa en la Tabla 2.2. Los puntos estudiados se determinaron una vez
obtenidos los resultados del ternario 1.
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Tabla 2.2. Identificacion de cada tubo por composicién en masa de los componentes

anfifilicos, y la relacion agua y aceite, para la construccion del diagrama de fases

ternario 2.
Identificacion de cada tubo por composicion
Relacién Agua / aceite (W/O)
Porcentaje en masa
Surfactante /(Agua y aceite) 30/70 40/60 50/50 60/40 70/30

7% surf / 93% W/O 35

10% surf / 90% W/O 36

20% surf / 80% W/O 6 15 37 59 70
30% surf / 70% W/O 7 16 38 60 71
40% surf / 60% W/O 8 17 39 61 72
50% surf / 50% W/O 9 18 40 62 73
60% surf / 40% W/O 41

70% surf / 30% W/O 42

2.2.5. Caracterizacion de las fases obtenidas

2.2.5.1. Caracterizacion visual

Esta caracterizacién se realizé de manera visual, haciendo un seguimiento durante
tres meses, de los cambios de fases que se pudieron haber presentado en algunos
tubos que conforman el diagrama de fases SOW. Esta observacion se realizé hasta
alcanzar el equilibrio o hasta no observar ningun cambio en el tiempo, con la

finalidad de observar el tipo y cantidad de fases formadas.

2.2.5.2. Caracterizacion por microscopia
Las muestras estudiadas fueron observadas empleando un microscopio de
polarizacion MOTIC BA310 POL trinocular, con la finalidad de identificar la

presencia de fases anisotrépicas, que presentan birrefringencia (cristales liquidos
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lamelares y hexagonales). Y diferenciarlas de las fases isotrépicas, que no

presentan birrefringencia (microemulsiones).

Para la observacidon de cada muestra, se toma una pequefa porcion de liquido con
una pipeta Pasteur y se coloca una o dos gotas sobre un porta objetos.

Estos cristales liquidos mencionados, muestran un patron caracteristico al ser
colocados bajo polarizadores cruzados, proporcionando una imagen brillante.

Las imagenes fueron tomadas directamente del microscopio, empleando una
camara de 8 megapixeles. Para cada muestra se realizé la captura de 5 a 10

imagenes.

El ternario 1 fue elaborado empleando Tween 85, sec-butanol y pentanol en la fase
anfifila. Cloruro de sodio a una concentracion de 10 % m/v, como fase acuosa o
polar. Aceite mineral como fase oleosa. El ternario 2 fue elaborado de la misma
manera y empleando la misma proporcion de los reactivos, variando solamente los
cosurfactantes empleados. En este caso se emple6 como cosurfactante etanol y

propilenglicol.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Barrido de HLB de referencia

Para el estudio del barrido de formulacion HLB de referencia, se realizé una serie
de formulaciones a distintos valores de HLB, partiendo de HLB = 4,0 hasta HLB =
15,0. Se emplearon mezclas de surfactantes no iénicos (Tween 85, Tween 80, Span
20 y Span80).
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S/W

HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB
43 50 60 70 80 86 90 95 100 105 11,0 11,5 12,0 13,0 140 150

Tubos con trifdsicos

Figura 2.20. Comportamiento de fases del sistema Surfactante (S)/ Aceite (O)/ Agua
(W) del barrido de formulacion HLB, conformados por: S (Diferente proporcion de
Tween 80, Tween 85, Span 20 y Span 80 adicional a una mezcla de cosurfactantes

sec-butanol/pentanol), W (solucion acuosa de NaCl 1% m/v) y O (aceite mineral).

La Figura 2.20, ilustra el aspecto de los tubos del barrido de referencia a una
temperatura de 29 °C (temperatura ambiente del laboratorio).

El comportamiento de fase de los sistemas surfactante/agua/aceite se determina
por el desplazamiento del surfactante en el sistema, lo cual se observa a través del
efecto Tyndall, empleando la difraccion de luz laser para detectar micelas,
normalmente la fase en donde se encuentra el surfactante es turbia. En el caso de
los cristales liquidos, los mismos se pueden detectar por su birrefringencia que se
pone en evidencia mediante una observacién con luz polarizada [“.

En los sistemas de HLB con valores de 4,0 a 10,0, el comportamiento de fases
exhibido muestra la formacion de dos fases, una fase oleosa y otra acuosa. La fase
oleosa, siendo la que se encuentra en la parte superior del tubo, es donde se
encuentra la mayor concentracién de surfactantes, por lo tanto, puede contener
micelas inversas. La fase acuosa se encuentra en la parte inferior del tubo. Estos
sistemas parecen presentar un comportamiento de fase correspondiente a Winsor
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II, en el cual una fase oleosa micelar esta en equilibrio con una fase acuosa en
exceso [35 36,

En los sistemas con HLB desde 13,0 a 15,0 el comportamiento de fases exhibido
muestra la presencia de dos fases, una fase oleosa y otra acuosa. La fase acuosa,
siendo la que se encuentra en la parte inferior del tubo, es rica en surfactantes, por
lo tanto, puede contener micelas normales. La fase oleosa se encuentra en la parte
superior del tubo. Estos sistemas parecen presentar un comportamiento de fase
correspondiente a Winsor |, en el cual una fase acuosa micelar esta en equilibrio
con una fase aceite en exceso [3% 361,

En los sistemas con HLB desde 10,5 a 12,0 el comportamiento de fases exhibido
muestra la presencia de tres fases (comportamiento trifasico), en el cual una
microemulsion en una fase media, esta en equilibrio con las fases de agua y aceite
en exceso. En esta fase se presenta la maxima solubilizacion de aceite y agua por
el tensoactivo /mezcla de alcoholes [0, El comportamiento exhibido por estos
sistemas fue definido por Winsor como comportamiento de fase tipo Ill. De acuerdo
a los estudios de Winsor, la formulacién que presenta el trifasico, posee una
curvatura interfacial nula, lo cual se corresponde con una microemulsion bicontinua
si hay bastante desorden geométrico o térmico. En caso contrario, en una estructura
de tipo cristal liquido lamelar, seria otra alternativa para satisfacer la condicién de
curvatura nula . Dependiendo de la cantidad de surfactante contenida en el
sistema, pueden formarse las dos estructuras en forma independiente o
simultdneamente, en cuyo caso existen entonces cuatro fases en un sistema Winsor
lll, es decir, una microemulsion, un cristal liquido y las fases acuosas y oleosas en
exceso M.

En la Figura 2.20, se observa la formulacién éptima sefialada en el tubo de HLB =
11. Se tomé como formulacién optima, aquella que presentd volumenes iguales de
fase acuosa y fase oleosa, lo que corresponde a igual solubilizacién de agua y aceite

en la microemulsion dentro del intervalo de sistemas trifasicos 811,
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2.3.2. Caracterizacion de los trifasicos del barrido de referencia por

microscopia de luz polarizada

Las fases intermedias, obtenidas en los sistemas trifasicos en el barrido de
referencia, fueron observadas y analizadas a través de la microscopia 6ptica de luz
polarizada, con la finalidad de investigar la presencia de fases anisotropicas
(cristales liquidos) y fases isotrépicas (microemulsiones). Las microscopias de los

sistemas trifasicos se observan en la Figura 2.21y 2.22.

HLB = 10,5 HLB =115

Figura 2.21. Imagenes de microscopia Optica de luz polarizada (400x) de muestras
extraidas de la zona trifasica. (A) Trifasico de HLB 10,5 de composicionT85-S20-
(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl. (B) Trifasico de HLB 11,5 de
composicidonT80-T85-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl. (C) Trifasico de
HLB 12,0 de composicién T80-T85-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20O-NaCl.
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Figura 2.22. Imagenes Ay B corresponden a la microscopia Optica de luz polarizada

(400x) de la muestra extraida de la zona trifasica de HLB 11,0 de composicion T85-
(Pentanol/Sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl considerado como la formulacion

optima.

En las imagenes de la Figura 2.21 y 2.22, se observan patrones que presentan el
fenédmeno de birrefringencia o doble refraccion, indicando que hay presente cuerpos
anisotropicos interactuando con la luz polarizada, evidenciando la presencia de
cristales liquidos [8 191,

De las texturas Opticas observadas, se puede inferir que en los sistemas trifasicos
obtenidos hay presencia de cristales liquidos lamelares.

En los trifasico del tubo de HLB 10,5 (Figura 2.21 A) y HLB 11,5 (Figura 2.21 B) se
observan texturas Opticas no geométricas y texturas Opticas tipo mosaico
caracteristicas de un sistema lamelar 118 31 Estas estructuras anisotropicas se
observan en una fase continua dentro de la fase isotropica. La Figura 2.21 C,
(correspondiente al trifasico del Tubo de HLB 12,0), se caracteriza por presentar
una textura de tipo Grandjean, con presencia de cruces de extincion de estructuras

uniaxicas positivas (conico focales positivas). Esta textura es caracteristica de
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cristales liquidos laminares, evidenciada por la formacion de la cruz de malta ['8 19
52]_

En la Figura 2.22 se observan dos micrografias correspondientes a la muestra del
trifasico del tubo de HLB 11,0 (formulacion éptima). En la Figura 2.21 A se observan
caracteristicas de un sistema lamelar. Se observan texturas oOpticas lamelares,
evidenciada por la formacion de la cruz de malta, (en circulos rojo), texturas opticas
no geométricas las cuales sean posiblemente lamelares tipo mosaico [& 311,

En la Figura 2.21 B se observan la caracteristica textura coénica focal de fase
hexagonal cuando se observa bajo el polarizador cruzado. Esta textura es conocida
como tipo abanico [18 32, 53-55],

Estas imagenes sugieren la coexistencia de dos fases cristales liquidos en el
sistema 6ptimo, de composicion T85-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl.
Ademas, se evidencia que estos cristales liquidos, pueden formarse a bajas
concentraciones de surfactante, como en este caso, a una concentracion de 3 % de
surfactante.

Es importante resaltar que estas muestras se tratan de sistemas dinamicos, a pesar
de estar en equilibrio, no son sistemas estacionarios, por lo que rapidamente no se
observan con claridad las fases anisotropicas en el microscopio. También es
necesario sefialar que estas fases cristales liquidos se encuentran en una
microemulsion.

Se puede observar que, dependiendo la composicion de cada sistema, varia la
cantidad y de textura de cristales liquidos formados. Aunque en todos los casos se
evidencia la presencia de cristales liquidos lamelares, la formulacién optima
conformada sélo por el surfactante T85, presenta la formacion de cristales liquidos

hexagonales.

2.3.3. Determinacion del HLB para un surfactante base azucar comercial

El surfactante base azucar comercial, es un surfactante no iénico empleado para

productos cosméticos, especiales para pieles sensibles. Es sintetizado de la
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reaccion de la N-metilglucamina con aceite de coco refinado, desodorizado y
blanqueado.

Este surfactante es analizado como posible tensoactivo a ser incorporado en la
formulacion cosmeética. Ademas, de acuerdo con los resultados obtenidos, es
compatible en su estructura molecular con los surfactantes Span y Tween.

A continuacién, se muestra en la Figura 2.23 el barrido con el surfactante a
determinar el HLB.

b

s/0
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HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HLB HIB HLB HLB HLB HLB HLB
43 50 60 70 80 86 90 95 100 105 11,0 11,5 12,0 13,0 14,0 150

Y

Tubos con trifdsicos

Figura 2.23. Comportamiento de fase del sistema Surfactantes (S), Tween 80/Tw85
o0 Span80 / Span20, S. base azucar, solucion de NaCl 1%/aceite mineral (O)/agua
(W)/alcoholes.

En los sistemas con HLB desde 4.3 a 9.0 el comportamiento de fase exhibido
muestra como una separacion de dos fases. Una, la fase oleosa, siendo la fase que
se encuentra en la parte superior del tubo. Estos sistemas presentan un
comportamiento de fase correspondiente a Winsor Il, en el cual una fase oleosa
micelar esta en equilibrio con una fase acuosa en exceso [35 361,

En los sistemas con HLB desde 12.0 a 15.0 el comportamiento de fase exhibido
muestra la presencia de dos fases. Una fase acuosa rica en anfifilos que puede

contener micelas normales. La otra fase, corresponde al aceite. Estos sistemas
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presentan un comportamiento de fase correspondiente a Winsor |, en el cual una
fase acuosa micelar esta en equilibrio con una fase oleosa en exceso [35 3],

En los sistemas con HLB desde 9.5 a 11.5 el comportamiento de fase exhibido
muestra la presencia de tres fases, en el cual una microemulsion esta en equilibrio
con las fases de agua y aceite en exceso. Estos sistemas corresponden a un
comportamiento de fase Winsor tipo lll, como se discutié en el barrido anterior. En
este caso el éptimo corresponde al tubo de HLB 10,5.

El HLB del Surfactante comercial azucarado fue 10,6. Este fue calculado basado en

la regla de las mezclas, usando la siguiente ecuacion (2.4) 401,

HLB*

HLB ref - W

0,2

HLB problema =

Donde, HLBref es el HLB del 6ptimo obtenido en el barrido de referencia, HLB* es el
HLB del éptimo en el barrido donde se incluye la muestra de surfactante problema,
0.2 es la fraccion del surfactante problema en el tubo y 0.8 es la fraccion total del
resto de los surfactantes empleados en el barrido.

Este valor de HLB del surfactante problema indica, que se trata de un surfactante
que entre sus caracteristicas presenta tendencia hidrofilica, forma dispersiones

traslucidas o claras y puede funcionar como emulsionante O/W.

2.3.4. Caracterizacion de los sistemas trifasicos del surfactante base azucar

por microscopia de luz polarizada

Las fases intermedias, obtenidas en los sistemas trifasicos en el barrido de
referencia, fueron observadas y analizadas a través de la microscopia 6ptica de luz
polarizada, con la finalidad de investigar la presencia de fases anisotropicas
(cristales liquidos) y fases isotrépicas (microemulsiones). Las micrografias de los

sistemas trifasicos se observan en las Figuras 2.24 y 2.25.

84



Figura 2.24. Imagenes de microscopia Optica de luz polarizada (400x) de muestras
extraidas de la zona trifasica. (A) Trifasico de HLB 9,5 de composiciénT85-S20-
base azucar-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H2O-NaCl. (B) Trifasico de HLB 10,0
de composicionT85-S20-base azucar-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl.
(C) Trifasico de HLB 11,0 de composicién T85-Base azucar-(pentanol/sec-butanol)
| Aceite / H20-NaCl. (D) Trifasico de HLB 11,5 de composicionT80-T85-Base

azucar-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H2O-NacCl.
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HLB = 10,5

Figura 2. 25. Imagenes de microscopia Optica de luz polarizada (400x) de la muestra
extraida de la zona trifasica de HLB 10,5 de composicion S20-T85-base azucar-

(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H2O-NaCl considerado como la formulacion 6ptima.

En las imagenes de la Figura 2.24 y 2.25, se observan patrones que presentan el
fendbmeno de birrefringencia, indicando la presencia de cristales liquidos. De las
texturas Opticas observadas, se puede inferir que en los sistemas trifasicos

obtenidos hay presencia de cristales liquidos lamelares [18 9],

» En los Trifasico del Tubo de HLB 9,5 (Figura 2.24 A) y del tubo de HLB
10,5 (Figura 2.25), se observan texturas Opticas lamelares, evidenciada por
la formacion de la cruz de malta. Estas cruces de malta corresponden a
esferulitas formadas por gotas cerradas que contienen pilas de bicapas
similares a los liposomas multilaminares. Se observan estas estructuras en
forma dispersa y de distintos tamafios, que corresponden especificamente a

un patron de texturas conicas focales de unidades negativas, las cuales dan
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cruces de extincion que corresponden, a estructuras uniaxicas negativas.
Estas estructuras podrian tratarse, de una gota de una de las fases, las
cuales son estabilizadas y retenidas por un cristal liquido [8 19.52.56.57] Egstag
caracteristicas indican un ordenamiento tipo lamelar.

» En el Trifasico del Tubo de HLB 11,0 (Figura 2.24 B), se observan texturas
Opticas lamelares, evidenciadas por la formacion de la cruz de malta. Estos
cristales liquidos corresponden puntualmente a las texturas conicas focales
de unidades positivas y negativas, observandose en determinadas regiones
la textura tipo mosaico [18. 19, 55, 58,59]

» En los Trifasico del Tubo de HLB 10,0 (Figura 2.24 B), del tubo de HLB
11,0 (Figura 2.24 C), y HLB 11,5 (Figura 2.24 D), se observan texturas
Opticas lamelares, evidenciadas por la formacion de la cruz de malta.
También, se observan texturas opticas no geométricas y texturas opticas tipo
mosaico caracteristicas de un sistema lamelar ['® 31 Estas estructuras se

encuentran presente en distintos tamafios y en gran cantidad.

Estos resultados indican la tendencia de estos surfactantes en formar cristales
liquidos lamelares en los sistemas trifasicos obtenidos y en cantidad apreciable en
cada uno de los sistemas. Aunque pueda variar el tipo de textura dptica, todos estan
relacionados con un ordenamiento lamelar de los surfactantes.

En algunos casos, los sistemas acuosos de mezclas de tensoactivos pueden
proporcionar un mejor rendimiento que los sistemas de un solo tensoactivo. Esto es
debido al sinergismo que se deriva de interacciones moleculares, que ocurre entre
diferentes moléculas de tensoactivo en los agregados y, por lo tanto, podria
aprovecharse en muchas aplicaciones [0 61 A pesar de tener en cuenta estas
posibles ventajas de trabajar con mezclas de surfactantes, se decidio realizar el
estudio de los sistemas ternario SOW, empleando un solo surfactante, el Tween 85,
acompanado con una mezcla de cosurfactantes. Para el presente trabajo es util el
estudiar un solo surfactante para ayudar a las posibles interpretaciones de su

comportamiento y propiedades evaluadas.
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Se evidencio, que en la formulacién de HLB 11,0 del barrido de referencia,
conformada solo por el Tween 85 como surfactante, la muestra trifasica analizada,
presento la formacion de cristales liquidos, tanto lamelares como hexagonales.
Adicionalmente, permitiria un mejor analisis del sistema ternario, si se considera un
solo surfactante que una mezcla, ya que también se debe considerar la accion de
la mezcla de cosurfactante en la formulacion. Adicionalmente, esta formulacion de
HLB = 11 (T85-(pentanol/sec-butanol) / Aceite / H20-NaCl), es la formulacion
optima. Esto le confiere ciertas caracteristicas positivas anteriormente
mencionadas, que indica es la composicion adecuada como punto de partida, para
realizar el analisis del sistema SOW. En esta formulacién también se evidencia la

sinergia entre todos los componentes en el 6ptimo para formar cristales liquidos.

2.3.5. Ternario 1

Una vez seleccionado el surfactante para la construccion del sistema ternario, se
establecieron los puntos a evaluar. A continuacion, en la Figura 2. 26 se observan
las composiciones estudiadas representadas en el diagrama ternario (estos puntos
estan detallados en la metodologia), elaborado empleando en la fase surfactante
Tween 85 mas la mezcla de cosurfactantes (pentanol/sec-butanol), como fase
acuosa una solucién de cloruro de sodio y en la fase aceite, se empled aceite

mineral.
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Figura 2.26. Representacion grafica de los puntos estudiados en el ternario de

composicidn agua/aceite/surfactante-cosurfactante. Conformado por agua (solucién

de cloruro de sodio) /aceite mineral/Tween 85 — (pentanol/sec-butanol). Los puntos

representan las composiciones estudiadas.

2.3.5.1.

Caracterizacion del comportamiento de fases

Luego de transcurridos 3 meses de la elaboracion de cada sistema, se procedi6 a

evaluar de manera visual las fases presentes en cada tubo formulado, con la

finalidad de observar el tipo y cantidad de fases formadas, tal como se observa en

las siguientes Figuras:

» Sistemas de composicion 1 % de surfactante a 7 % surfactante
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Figura 2.27. Sistemas de composicion correspondiente a 1 % surfactante /99 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta

70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsion.

7ow7300
=

r

Figura 2.28. Sistemas de composicién correspondiente a 3 % surfactante /97 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsion.
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Figura 2.29. Sistemas de composicién correspondiente a 5 % surfactante /95% agua
y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta 70/30.

El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsién.

iow/500
' aE
- .

Figura 2.30. Sistemas de composicién correspondiente a 7 % surfactante /93 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.

En las Figuras 2.27, 2.28, 2.29 y 2.30, se observaron sistemas de 2 y 3 fases. Los

sistemas que exhibieron la presencia de 3 fases, pueden ser descritas como, una
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fase rica en anfifilicos (se encuentran sefaladas por corchetes de color rojo), y dos

fases en exceso, que son esencialmente fase acuosa y aceite.

Esta fase rica en anfifilos, llamada también fase "intermedia" porque su densidad
intermedia, hace que aparezca entre las fases de aceite y agua en un tubo de
ensayo. En la mayoria de los casos obedece a la definicion propuesta para una
microemulsion bicontinua o un cristal liquido, debido a que la fase intermedia esta
en equilibrio con ambas fases en exceso, no se puede diluir ni con agua ni con
aceite, por lo que no es continua ni con agua ni con aceite 162 63, Este tipo de
comportamiento exhibido por estos sistemas fue definido por Winsor como

comportamiento de fase Winsor tipo Il [391,

Se observa como el volumen de la fase intermedia, fue aumentando con el
incremento de la concentracion de surfactante en los sistemas. Esto es lo esperado
ya que las estructuras de asociacion de los surfactantes son las responsables de la

solubilizacion de agua y aceite en estos sistemas.

En los sistemas que mostraron la presencia de dos fases, contienen una fase
acuosa, que se encuentra en la parte inferior del tubo. Esta fase acuosa rica en
anfifilos puede contener micelas normales, esto debido a que el surfactante
empleado tiene un HLB de 11, el cual presenta mayor afinidad por la fase acuosa.

Como se observa en la Figura 2.30, correspondiente al sistema 7% fase surfactante.

La otra fase, corresponde al aceite. Estos sistemas parecen presentar un
comportamiento de fase correspondiente a Winsor |, en el cual una fase acuosa
micelar esta en equilibrio con una fase oleosa en exceso. 3%,

Estos sistemas, de baja concentraciéon de surfactante, 1, 3, 5y 7 % requirieron un
tiempo superior a los dos meses para alcanzar el equilibrio, o al menos hasta no

observar cambios evidentes en los sistemas a presion y temperatura constante.
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> Sistemas de composicion 10 % de surfactante a 40 % surfactante

Figura 2.31. Sistemas de composicion correspondiente a 10 % surfactante /90 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta

70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsion.
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Figura 2.32. Sistemas de composicion correspondiente a 20 % surfactante /80 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsién.
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Figura 2.33. Sistemas de composicion correspondiente a 30 % surfactante /70 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta

70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsion.

Figura 3.34. Sistemas de composicion correspondiente a 40 % surfactante /60 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta

70/30. El simbolo rojo indica la presencia de la fase microemulsion.

En las Figuras 2.31, 2.32, 2.33 y 2.34, correspondiente a los sistemas de

composicion 10, 20, 30 y 40 % surfactante, de forma general se observé sistemas
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de 3y 2 fases. Los sistemas que exhibieron la presencia de 3 fases (se encuentran
sefalados por corchetes de color rojo), en el cual una microemulsion esta en
equilibrio con las fases de agua y aceite en exceso. Como se menciono para los
sistemas anteriores, se trata de un sistema de comportamiento de fase Winsor tipo
lll. En este caso el contenido de la zona trifasica es superior a las otras fases
presentes.

Las formulaciones que presentan el trifasico, poseen una curvatura interfacial nula,
es decir una R = 1, esto sugiere que se trata de una microemulsion bicontinua, o

cristal liquido lamelar 11,

En la bateria correspondiente a los sistemas de composicion 10 % surfactante, el
cual se observa en la Figura 2.31, los tubos que mostraron la presencia de dos
fases, la fase acuosa rica en anfifilos y la otra fase, corresponde al aceite. Estos
sistemas parecen presentar un comportamiento de fase correspondiente a Winsor
I, en el cual una fase acuosa micelar esta en equilibrio con una fase oleosa en
exceso 34, A medida que aumenta el contenido de tensoactivo, (en este sistema el
contenido de anfifilos se encuentra al 10% en masa) y la cantidad de aceite
solubilizado, la fase acuosa rica en anfiflos puede contener micelas
extremadamente hinchadas, una microemulsién O / W o, una microemulsion
percolada en la que las islas de aceite se tocan entre si [36],

El sistema de concentracion de surfactante 10 % requirié un tiempo superior a las 2
semanas para alcanzar el equilibrio, o al menos hasta no observar cambios
evidentes en este sistema.

A partir de los sistemas de composicion 20% surfactante, el aumento del contenido
de surfactante cambid las caracteristicas de los sistemas trifasicos (Figuras 2.32,
2.33y 2.34)y las otras fases presentes. En este caso, se trata de sistemas trifasicos
cristalinos y traslucidos de color amarillo, presentan un comportamiento fluido y su
alta capacidad de solubilizacién de las otras dos fases. Se trata de sistemas que
se formaron y estabilizaron en un tiempo inferior a 4 dias y se mantuvieron estables

sin cambiar su apariencia durante los 3 meses de observacion en el bafio de agua
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a 26 °C. Estas caracteristicas mostradas corresponden a la de una microemulsion.
(63]

En los sistemas de composicion 30, 40 y 50 % surfactante, para la relacion 30/70
agua y aceite, las fases acuosas, o fases inferiores en los sistemas de 2 fases,
mostraron las mismas caracteristicas de los sistemas trifasicos indicando en este
caso que no se trata de micelas normales, sino de microemulsiones coexistiendo
con una fase aceite en exceso. En el caso contrario, los tubos que contienen la
relacion 70/30 agua y aceite, hay presente una microemulsion coexistiendo con una

fase acuosa en exceso.

» Sistemas de composicién 50 % de surfactante a 70 % surfactante

— ﬁ Bﬁ @
60W/40 0 70W/300

Figura 2.35. Sistemas de composicion correspondiente a 50 % surfactante /50 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.
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Figura 2.36. Sistemas de composicion correspondiente a 60 % surfactante /40 %
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.

Sswres o

Figura 2.37. Sistemas de composicion correspondiente a 70 % surfactante /30 %

agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.

En las Figuras 2.35, 2.36 y 2.37, correspondiente a los sistemas de composicion 50,
60 y 70 se observan sistemas de 2 y 1 fases.

En los 3 sistemas, los tubos que contenian dos fases, en su mayoria esta
conformado por una fase cristalina y traslucida de color amarillo, fluida y de alta
capacidad de solubilizacion de las otras dos fases. Estas caracteristicas
corresponden a la de una microemulsion 3. La fase microemulsién se observo
coexistiendo con una fase no solubilizada, la cual se encuentra en poca cantidad.
En algunos casos estas fases no solubilizadas en la microemulsion, se encontraban
en la parte inferior de la microemulsion (fase acosa) y en otros tubos se presento6 en
la parte superior (fase aceite).

Estos sistemas estabilizaron en un tiempo inferior a 4 dias y se mantuvieron
estables sin cambiar su apariencia durante los 3 meses de observacion en el bafo
de agua a 26 °C.
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En estos sistemas, algunos tubos se obtuvieron sé6lo una fase, con las
caracteristicas que lo definen como microemulsion, solubilizando todos los
componentes presentes en una sola fase translucida y homogénea. Definidos como
Winsor IV 1361,

En la Figura 2.38, se observa la representacion grafica de las fases encontradas en
el Diagrama de composicién ternario Agua/Aceite/Surfactante-cosurfactante.
Conformado por Agua/aceite mineral/Tween 85 — (pentanol/sec-butanol). Cuadros
rosados: 3 fases. Diamantes verdes: 2 fases. Triangulos azules: 1 fase. En este
diagrama se resumen las fases estudiadas luego de 3 meses de su formulacion a

26 °C y presion atmosférica.
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Figura 2.38. Representacién de las fases encontradas en el Diagrama de
composicidon pseudo ternario Agua/Aceite/Surfactante-cosurfactante. Cuadros
rosados: 3 fases. Diamantes verdes: 2 fases. Triangulos azules: 1 fase. En este
diagrama se resumen las fases estudiadas luego de 3 meses de su formulacion a

26 °C y presion atmosférica.

2.3.5.2. Analisis del comportamiento de fases

Entre 1 y 5 % de surfactante se obtienen sistemas trifasicos. Estos sistemas
trifasicos presentan un volumen reducido debido a la baja cantidad de la fase
surfactante. Sin embargo, a pesar de la baja cantidad de surfactante, estas
concentraciones de fase surfactante se forman microemulsiones y posiblemente
cristales liquidos, como se observo en las fotos de la microscopia optica, de los
barridos de HLB (Figuras 2.21, 2.22, 2.24 y 2.25). Como lo reporta Rapalli 2020 [64],
se pueden forman los cristales liquidos a bajas concentraciones de surfactantes.

A 7 % se presenta una zona bifasica debido a la relativa baja concentracion de
surfactante. Debido a la naturaleza hidrofilica del Tween 85 las micelas presentes
en la fase acuosa, aumentan en cantidad. En estas condiciones las micelas pueden
solubilizar mas aceite en su interior, lo que hace que incremente su tamafo. Este
fendbmeno se conoce como micelas hinchadas y es el responsable del color
observado en la fase acuosa.

A partir de 10 % de surfactante, nuevamente se obtienen sistemas con trifasicos en
la region donde la relacion agua/aceite va de 70 W/30 O a 50 W/50 O. Estos
sistemas trifasicos presentan un volumen mayor a medida que se aumenta la
concentracion de surfactante.

A partir de 20 % se favorece la formaciéon de sistemas trifasicos en las zonas en
donde la relacion de agua y aceite es similar, entre 60 W/40 O a 40 W/60 O. Sin
embargo, a medida que se aumente la concentracion de surfactante a 30 y 40%, los
sistemas trifasicos aparecen en una zona de relacién equitativa W/O, y muestran

una tendencia hacia donde la proporcion de fase aceite es mayor.
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A partir de 20 % se observa que en los extremos de los puntos estudiados en el
ternario se comienzan a presentar sistemas bifasicos, los cuales se presentan en
mayor numero de sistemas, a medida que se aumenta la cantidad de surfactante.
Esto puede ser debido al aumento de una de las fases agua o aceite, lo que favorece
la formacion de un microemulsién O/W o W/O, desfavoreciendo la formacién de los
sistemas trifasicos.

A medida que se aumenta la concentracion de surfactante aumenta la fase
microemulsion. Obteniéndose un volumen reducido de la fase en exceso. En caso
de una microemulsion hacia la zona rica en agua, se presenta en la parte superior
del tubo un exceso de fase aceite cada vez mas reducida, hasta obtener en algunos
casos, sistemas monofasicos, es decir, sistemas en el cual existe una
microemulsion en la cual se ha incorporado todo el contenido de agua y aceite en
la misma. Estos casos se refieren a sistemas Winsor |V, los cuales podrian ser
microemulsiones bicontinuas o fases esponjas. Estos sistemas se obtuvieron en
zonas cercanas a una relacién de agua y aceite similares, en zonas relacion W/O
(50/50 y 45/55), a 50, 60 y 70 % de fase surfactante.

2.3.5.3. Caracterizacion por microscopia optica de luz polarizada del ternario
1

Las fases intermedias, obtenidas en los sistemas trifasicos en el ternario, fueron
observadas y analizadas a través de la microscopia optica de luz polarizada, con la
finalidad de investigar la presencia de fases anisotropicas (cristales liquidos) y fases
isotrépicas (microemulsiones). Las microscopias de los sistemas trifasicos se
observan en la Figura 2.39.

Fueron analizadas las muestras de composicion a partir de 10 % de surfactante,
debido a que, a concentracion de surfactantes inferior, requieren un tiempo superior
a una semana para alcanzar el equilibrio.

A medida que aumenta el porcentaje de la fase surfactante, menor tiempo es

requerido para alcanzar su equilibrio.
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» Sistemas de composiciéon 10 % de surfactante
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Figura 2.39. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada (400 x), de las
muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona microemulsién de los puntos
estudiados de composiciéon 10 % fase surfactante /90 % (W/O). a) Sistema (5)
relacion W/O 30/70, b) Sistema (14) relacion W/O 40/70, c) Sistema (25) relacién
WI/O 45/55, d) Sistema (36) relacién W/O 50/50, e) Sistema (47) relacion W/O 55/45,
f) Sistema (58) relacion W/O 60/40, g) Sistema (69) relacion W/O 70/30.

Tabla 2.3. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia 6ptica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona trifasica de los puntos
estudiados de composicion 10 % fase surfactante /90 % (W/O). Correspondiente a
los sistemas: 5, 14, 25, 36, 47, 58 y 69.
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Relacion

% de Fase , , Fases A
agua/aceite |Sistema . . Caracteristicas
Surfactante identificadas
(W/0)

TO lamelar cénicas focales positivas
30/70 5 Lamelar (Lat) L.

+texturas no geométricas [18, 65].

Lamelar (Lot )/ TO Lamelar corT|co focfa\l posmv'a +
40/60 14 TO no geometrica estriado, posible
Hexagonal (H,)
hexagonal [18, 31, 52, 65].
Lamelar (Lo )/ TO Lamelar cdnico f(.)cal positiva +
45/55 25 TO hexagonal abanico [18, 19, 52,
Hexagonal (H,)
65].

TO lamelar cdnicas focales positivas

50/50 36 Lamelar (La) |y negativas + texturas no geométricas
10% (posible tipo mosaico) [18, 65].

TO tipo Grandjean, con presencia de
55/45 47 Lamelar (La) estructuras conico focales. Esta

textura es caracteristica de cristales

liguidos laminares, evidenciada por
60/40 58 Lamelar (La) laformacion de la cruz de malta. [18,

19, 52].

TO lamelar cénicas focales positivas

70/30 69 Lamelar (La) y negativas + texturas no geométricas

(posible tipo mosaico) [18, 65].

» Sistemas de composicién 20 % de surfactante
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Figura 2.40. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada (400 x), de las
muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona microemulsién de los sistemas
bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion 20 % fase surfactante /80 %
(W/O). a) Sistema (6) relaciéon W/O 30/70, b) Sistema (15) relacion W/O 40/70, c)
Sistema (26) relacion W/O 45/55, d) Sistema (37) relacion W/O 50/50, e) Sistema
(48) relacion W/O 55/45, f) Sistema (59) relacion W/O 60/40, g) Sistema (70)
relacion W/O 70/30

Tabla 2.4. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia éptica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona trifasica de los puntos
estudiados de composicion 20 % fase surfactante /80 % (W/O). Correspondiente a
los sistemas: 6, 15, 26, 37, 48,59y 70.

105



Relacion

% de Fase . . Fases . .
Surfactant agua/aceite |Sistema | dentificad Caracteristicas
urfactante identificadas
(w/0)
TO tipo Grandjean, con presencia de
estructuras conico focales. Esta textura es
30/70 6 Lamelar (La) caracteristica de cristales liquidos
laminares, evidenciada por la formacion
de lacruz de malta. [18, 19, 52].
40/60 15 Lamelar (Lo )/ TO Lamelar cénico focal positiva + TO
hexagonal reverso tipo abanico [18, 19, 52,
Hexagonal (H,) 66]
45/55 26 ’
TO lamelar conicas focales positivas y
20% 50/50 37 Lamelar (La) ne'gativasl(Pc?sibles gotas estabilizadas por
cristales liquidos Lamelares [18, 19, 52, 56,
57].
55/45 48 Lamelar (La)
TO lamelar tipo mosaico [18, 19, 31, 58, 65,
60/40 59 Lamelar (La)
67].
70/30 70 Lamelar (La)

» Sistemas de composiciéon 30 % de surfactante
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Figura 2.41. Imagen de la microscopia Optica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona microemulsion de los sistemas
bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion 30 % fase surfactante /70 %
(W/0). a) Sistema (7) relaciéon W/O 30/70, b) Sistema (16) relacion W/O 40/70, c)
Sistema (27) relacion W/O 45/55, d) Sistema (38) relacion W/O 50/50, e) Sistema
(49) relacion W/O 55/45, f) Sistema (60) relacion W/O 60/40, g) Sistema (71)
relacion W/O 70/30.
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Tabla 2.5. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia éptica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona
microemulsion de los sistemas bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion
30 % fase surfactante /30 % (W/O). Correspondiente a los sistemas: 7, 16, 27, 38,
49,60y 71.

Relacion
% de Fase . . Fases .
Surfactante agua/aceite |Sistema identificadas Caracteristicas
urfac i ific
(w/0)
TO lamelar coénicas focales positivas +
30/70 7 Lamelar (La) texturas no geométricas (posible tipo
mosaico) [18, 31, 65, 66].
40/60 16 Lamelar (La)
45/55 27 Lamelar (La)
50/50 38 Lamelar (La)
30% - .
TO lamelar coénicas focales negativas
(Posibles gotas estabilizadas por cristales
55/45 9 Lamelar (La) liquidos Lamelares [18, 19, 52, 56, 57].
60/40 60 Lamelar (La)
70/30 71 Lamelar (La)

» Sistemas de composicion 40 % surfactante
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Figura 2.42. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona microemulsion de los sistemas
bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion 40 % fase surfactante /60 %
(W/O). a) Sistema (8) relacion W/O 30/70, b) Sistema (17) relacion W/O 40/70, c)
Sistema (28) relacién W/O 45/55, d) Sistema (39) relacion W/O 50/50, e) Sistema
(50) relacion W/O 55/45, f) Sistema (61) relacibn W/O 60/40, g) Sistema (72)
relacion W/O 70/30.
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Tabla 2.6. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia éptica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona
microemulsion de los sistemas bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion
40 % fase surfactante /60 % (W/O). Correspondiente a los sistemas: 8, 17, 28, 39,
50,61y 72.

Relacion
% de Fase . . Fases .
Surfactante agua/aceite |Sistema identificadas Caracteristicas
u i ifi
(W/0)
TO lamelar coénicas focales negativas
30/70 8 Lamelar (La) (Posibles gotas estabilizadas por cristales
liquidos Lamelares) [18, 19, 52, 56, 57].
40/60 17 Lamelar (La)
45/55 28 Lamelar (La)
TO lamelar coénicas focales negativas
) 50/50 39 Lamelar (La) (Pos[blejs gotas estabilizadas por'crlstales
40% liquidos Lamelares)/ Presencia de
batonnets lamelares [18, 19, 52, 56, 57].
55/45 50 Lamelar (La)
60/40 61 Lamelar (La)
TO lamelar cdnicas focales positivas
(Posibles gotas estabilizadas por cristales
70/30 72 Lamelar (La) L .
liquidos Lamelares)/ Presencia de
bastones lamelares [18, 19, 52, 56, 57].

» Sistemas de composicion 50, 60 y 70 % surfactante
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Figura 2.43. Imagen de la microscopia oOptica de luz polarizada (400 x), de
microemulsion de todos los puntos estudiados de composicion 50%, 60% y 70%
fase surfactante, para todas las relaciones (W/O). Corresponde a los sistemas: 9,
18, 19, 20, 29, 30, 31, 40, 41, 42, 51, 52, 53, 62, 63, 64 y 73.

111



Surfactante
1409

09 Ay 01

08 A X % 02

07 A
0-6:-‘::., \ .““ ;}0‘4
05_ s “ VAV [ .
Agua 1 09 0.8 07 0.6 05 04 03 02 0.1 0 Aceite

Figura 2.44. Representacion de las distintas asociaciones anfifilicas encontradas en
el Diagrama de composicion pseudo ternario Agua/Aceite/Surfactante-
cosurfactante. Cuadros celestes: Fase lamelar. Diamantes morados: Microemulsion
o fase isotropica. Circulos amarillos: Fase hexagonal reversa (Hz2). En este diagrama
se resumen las fases estudiadas luego de 3 meses de su formulacion a 26 °C y

presion atmosférica.

2.3.5.4. Analisis del diagrama de fases

Entre 10 y 40% de concentracion de fase surfactante, independientemente de la
relacion agua y aceite, se evidencié la presencia cristales liquidos lamelares en
todos los sistemas. Aungue sean caracterizados con texturas Opticas especificas y
distintas, todas corresponden a un ordenamiento del tipo lamelar. Lo que evidencia
la tendencia del surfactante Tween 85 (en sinergia con los cosurfactantes) a la
formacion de este tipo de agregados en un amplio margen de concentraciones.
Aungue no fueron caracterizados por microscopia Optica de luz polarizada los

sistemas entre 1y 7% de concentracion de surfactante, queda evidenciado a través
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de los barridos de HLB, que también se forman cristales liquidos con esta
composicibn a bajas concentraciones de surfactante. Sin embargo, a la
concentracion de 3% de surfactante, se observan texturas opticas tanto lamelares
como hexagonales.

Los resultados de la microscopia Optica polarizada, sugiere que a 10% y a 20% de
fase surfactante, hay presencia de cristales hexagonales coexistiendo con la fase
lamelar. Las texturas Opticas caracteristicas de los cristales hexagonales, se
presentan en una proporcion 40 W/60 O y 45 W/55 O en ambas concentraciones de
surfactante, indicando que podria tratarse de cristales hexagonales reversos (H2),
debido a que se localizan en una zona con mayor cantidad de aceite que de agua.
A concentracion de fase surfactante entre 50 y 70%, independientemente de la
relacion agua y aceite, no se observaron estructuras birrefringentes a través de la
microscopia Optica de luz polarizada, indicando la presencia unicamente de fases
isotropicas. En esta zona podriamos tener simplemente microemulsiones bicontinua
o fases tipo esponja, debido a que ambos tipos de asociaciones anfifilicas no
presentan anisotropia.

Estas suposiciones pueden ser respaldadas por las caracteristicas fisicas de las
muestras, ya que presentan apariencia traslucida y cristalina y un gran volumen de
la fase microemulsion. Ademas de alto contenido de surfactante.

Para las muestras que presentaron 2 fases, se trata de un comportamiento del tipo
Winsor | o Il y en el caso de los sistemas que presentaron 1 sola fase, se trata de
microemulsiones tipo Winsor V. Con posible coexistencia con otras fases

anisotrdpicas.

2.3.6. Ternario 2

Una vez evaluado el 1er ternario, procedio a realizar un segundo ternario variando
los cosurfactantes empleados. Esta vez, empleando moléculas comunmente
usadas en las formulaciones cosméticas, como lo es el propilenglicol y el etanol. El

propilenglicol es cominmente usado como emoliente y lo emplea Kupper %, en
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combinacion con el etanol como cosurfactante para la formulacion de
microemulsiones cosméticas usadas como sistemas de liberacion.

Se establecieron los puntos a evaluar a partir de los resultados en el ternario 1. Se
escogieron menos puntos a estudiar, pero los necesarios para evaluar el efecto de
los cosurfactantes en la formacion de las diferentes asociaciones de los sistemas
anfifilicos y la sinergia con el Tween 85 para la formacion de cristales liquidos.

A continuacién, en la Figura 2.45 se observan las composiciones estudiadas
representadas en el diagrama ternario (estos puntos estan detallados en la
metodologia), elaborado empleando en la fase surfactante Tween 85 mas la mezcla
de cosurfactantes (etanol/propilenglicol), manteniendo como fase acuosa una

solucién de cloruro de sodio y en la fase aceite, el aceite mineral.
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Figura 2.45. Representacion grafica de los puntos estudiados en el ternario de
composicion agua/aceite/surfactante-cosurfactante. Conformado por agua (solucion
de cloruro de sodio) /aceite mineral/Tween 85 — (etanol/propilenglicol). Los puntos

representan las composiciones estudiadas.

En este caso se construy6 el ternario 2 a partir de una composicion de 20 % fase
surfactante, debido a que a partir de esta composicion el tiempo en el cual las fases

alcanzan el equilibro es muy corto, puede ser menor a 5 dias.

2.3.6.1. Caracterizacion del comportamiento de fases

Luego de transcurrido un mes de la elaboracion de cada sistema, se procedio a
evaluar de manera visual las fases presentes en cada tubo formulado, con la
finalidad de observar el tipo y cantidad de fases formadas, tal como se observa en

las siguientes Figuras.

» Sistemas de composicion 20 % de surfactante

30W/70€ 40W/60 o :

" 50W/500 | 60W/40¢ f§ 70W/30¢
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Figura 2.46. Sistemas de composicién correspondiente a 20 % surfactante /80%
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.

30W/70© - 40W/60¢

e
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Figura 2.47. Sistemas de composicién correspondiente a 30 % surfactante /70%

agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta

70/30.

50W/500 | 60W/400 70W/30@

iR mm

30W/700 ~ 40W/600

Figura 2.48. Sistemas de composicién correspondiente a 40 % surfactante /60%

agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.
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Figura 2.49. Sistemas de composicion correspondiente a 50 % surfactante /50%
agua y aceite. El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacion 30/70 hasta
70/30.
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Figura 2.50. Sistema de composicion correspondiente a 60% surfactante /40% agua
y aceite, y sistema de composicidn correspondiente a 70% surfactante /30% agua 'y

aceite El porcentaje de agua y aceite se encuentra en relacioén 50/50.

Los sistemas bifasicos obtenidos corresponden a microemulsiones Winsor Il. Para
sistemas de baja concentracion de agua (micelas hinchadas inversas) tenemos
microemulsiones de agua en aceite. En estos sistemas hay un dominio de las
interacciones lipofilicas, favoreciendo la formacién de una estructura tipo micelas
invertidas. Estos sistemas presentan un exceso de fase acuosa coexistiendo con la

microemulsion 361,

En algunos tubos se obtuvo sélo una fase, con las caracteristicas que lo definen
como microemulsion, solubilizando todos los componentes presentes en una sola
fase translucida y homogénea. Definidos como Winsor IV 61,

Los sistemas monofasicos que contiene cantidades similares de aceite y agua, la
estructura puede ser alternativamente micelas normales hinchadas en agua o
micelas inversas hinchadas en aceite, sin la coexistencia de fases de aceite o agua
libre, todos los componentes del sistema se solubilizan mutuamente 9. Estos dos
casos estan relacionados con la presencia de un tipo especifico de micela, es decir,

con una curvatura especifica 361,

A medida que se aumenta la concentracion de la fase surfactante y las
concentraciones de agua y aceite son comparables, este tipo de sistema SOW
monofasico podria ser una red interconectada de dominios de agua y aceite,

conocida como una microemulsion bicontinua 38,
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Figura 2.51. Representacion de las fases encontradas en el Diagrama de
composicién pseudo ternario Agua/Aceite/Surfactante-cosurfactante. Diamantes
verdes: 2 fases. Triangulos azules: 1 fase. En este diagrama se resumen las fases
estudiadas luego de 1 mes de su formulacion a 26 °C y presion atmosférica.

2.3.6.2. Analisis del comportamiento de fases

Se realizaron dos sistemas adicionales a los reportados en las imagenes, son los
sistemas a 7 y 10 %. Estos sistemas se prepararon con la finalidad de haya la zona
de sistemas trifasicos, pero hasta estas concentraciones no fue hallada.

Entre 20 % y 50 % de fase surfactante se presentas sistemas bifasicos, basicamente
microemulsiones con un excedente de aceite. Estos sistemas se obtuvieron en
zonas cercanas a una relacion de agua y aceite similares, en zonas relacion W/O
(50/50 y 45/55), y en la regién de mayor contenido de fase aceite. Debido a la alta
concentracion de fase surfactante, y por ser una zona de mayor contenido de fase
aceite, se puede inferir que se forman microemulsiones en donde se ha incorporado
todo el contenido de agua a la microemulsién y una parte importante de la fase

aceite, quedando un exceso de la misma.
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Mientras que a medida que, si observamos la zona de mayor proporcion de fase
acuosa, los sistemas resultantes son sistemas monofasicos. Esta diferencia puede
ser debido a las moléculas empleadas como cosurfactantes, las cuales pueden
presentar mayor contenido de grupos hidrofilicos, aumentando las interacciones de
la fase surfactante con la fase acuosa, permitiendo una mayor incorporacion de esta
fase a la microemulsion.

A concentraciones superiores a 50 %, se estudiaron 2 puntos de composicién fase
surfactante 60 y 70 %, a una relacion W/O 1:1. En ambos casos se obtuvo sistemas
monoféasicos debido al alto contenido de fase surfactante. Este alto contenido de
fase surfactante en la microemulsion. Adicionalmente, el contenido de agua y aceite

es comparablemente menos que a bajas concentraciones de fase surfactante.

2.3.6.3. Caracterizacion por microscopia 6ptica del ternario 2

» Sistemas de composicion 20 % de surfactante
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Figura 2.52. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona microemulsién de los sistemas bifasicos. Los puntos

estudiados son de composicion 20 % fase surfactante /80 % (W/O). a) Sistema (6)
relacion W/O 30/70, b) Sistema (59) relacion W/O 60/40.

Tabla 2.7. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia 6ptica

de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona microemulsién de

los puntos estudiados de composicion 20 % fase surfactante /80 % (W/O).

Correspondiente a los sistemas: 6 y 59.

Relacion
% de Fase . . Fases .
agua/aceite |Sistema | . . Caracteristicas
Surfactante identificadas
(w/o)
Lamelar (Lo )/ TO lamelar comcals f?cales p0'5|t|vz?s +
30/70 6 texturas no geométricas (posible tipo
Hexagonal (H,) ;
mosaico) [18, 52, 58, 57].
40/60 1 - No se observo birrefringencia
20% 50/50 37 -
Textura dptica lamelar tipo conicas focales
60/40 59 Lamelar (La) [negativas y texturas no geométricas que
presentan birrefringencia [18].
70/30 70 - No se observo birrefringencia

Sistemas de composicidon 30 % de surfactante
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Figura 2.53. Imagen de la microscopia Optica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona microemulsion de los sistemas bifasicos. Los puntos
estudiados son de composicion 30 % fase surfactante /70 % (W/O). a) Sistema (7)
relacion W/O 30/70, b) Sistema (16) relacion W/O 40/70, c) Sistema (38) relacion
W/O 50/50, d) Sistema (60) relacién W/O 60/40, e) Sistema (71) relacion W/O 70/30.

Tabla 2.8. Resultados de las fases obtenidas del andlisis de la microscopia Optica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona microemulsion de
los sistemas bifasicos. Los puntos estudiados son de composicion 30 % fase
surfactante /70 % (W/O). Correspondiente a los sistemas: 7, 16, 38, 60 y 71.
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Relacion

% de . . Fases L.
agua/aceite |Sistema | . Caracteristicas
Surfactante identificadas
(W/0)
TO lamelar conicas focales positivas
30/70 7 Lamelar (Lat) . . . P y
negativas, tipo mosaico [18, 19, 52, 58].
TO lamelar conicas focales positivas y
40/60 16 Lamelar (Lat) . . . o
negativas, tipo mosaico + conicas focales
negativas dispersas (posibles gotas de
50/50 38 Lamelar (La) gativas dispersas (p &
emulsiones)[18, 19, 52, 56 - 58].
TO lamelar cénicas focales negativas
30% osible tipo mosaico) + conicas focales
° 60/40 60 Lamelar (Lat) (p . P . ) .
negativas dispersas (posibles gotas de
emulsiones)[18, 19, 52, 56-58].
TO lamelar cénicas focales negativas
(posible tipo mosaico) + conicas focales
70/30 71 Lamelar (La) negativas dispersas (posibles gotas de

emulsiones) + TO de lineas oleosas [18, 19,
52, 56-58, 67].

» Sistemas de composicidon 40 % de surfactante
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Figura 2.54. Imagen de la microscopia Optica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona microemulsién de los sistemas bifasicos. Los puntos
estudiados son de composicion 40 % fase surfactante /60 % (W/O). a) Sistema (8)
relacion W/O 30/70, b) Sistema (17) relacion W/O 40/70, c) Sistema (39) relacion
W/O 50/50, d) Sistema (61) relacién W/O 60/40, e) Sistema (72) relacion W/O 70/30.
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Tabla 2.9. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia 6ptica
de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona microemulsién de
los sistemas bifasicos. Los puntos estudiados son de composicién 40 % fase

surfactante /60 % (W/O). Correspondiente a los sistemas: 7, 16, 38, 60 y 71.

Relacion
% de Fase i i Fases ..
S agua/aceite |Sistema identificad Caracteristicas
urfactante identificadas
(w/0)
30/70 8 Lamelar (La) TO lamelar cdnicas focales positivas y
40/60 17 Lamelar (La) negat'ivas, ’Fipo mosaico y figuras no
geometricas birrefringentes [18, 19, 52, 58,
50/50 39 Lamelar (La) 66, 58].
40% TO lamelar cdnicas focales positivas y
60/40 61 Lamelar (La) negativas +TO de lineas oleosas [18, 19,
25, 52, 56-58, 67, 68].
TO lamelar cénicas focales positivas y
70/30 72 Lamelar (La) negativas, tipo mosaico [18, 19, 52, 58, 66,
68].

» Sistemas de composiciéon 50 % de surfactante
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Figura 2.55. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada (400 x), de las

muestras extraidas de la zona trifasica y de la zona microemulsion de los sistemas
bifasicos. Los puntos estudiados son de composicién 50 % fase surfactante /50 %
(W/0). a) Sistema (9) relacién W/O 30/70, b) Sistema (18) relacion W/O 40/60, c)
Sistema (40) relacién W/O 50/50, d) Sistema (62) relaciéon W/O 60/40, e) Sistema
(73) relacién W/O 70/30.
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Tabla 2.10. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia éptica

de luz polarizada (400 x), de las muestras extraidas de la zona microemulsién de

los sistemas bifasicos. Los puntos estudiados son de composicién 50 % fase
surfactante /50 % (W/O). Correspondiente a los sistemas: 9, 18, 40, 63 y 73.

Relacion
% de . . Fases L
agua/aceite |Sistema | e Caracteristicas
Surfactante identificadas
(w/0)
TO Lamelares conicas focales positivas y
negativas, posible presencia de batonnets
30/70 9 Lamelar (La) lamelares y se agregados superiores de
texturas birrefringentes.
[18, 19, 52, 58].
50% 40/60 18 Lamelar (La)
50/50 40 Lamelar (La) TO Lamelares conicas focales positivas,
evidenciada por la cruz de malta [18, 19,
60/40 62 Lamelar (La) 55, 58, 66,68].
70/30 73 Lamelar (La)

» Sistemas de composicién 60 % de surfactante
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Figura 2.56. Imagen de la microscopia 6ptica de luz polarizada, de la muestra
extraida de la microemulsion. Los puntos estudiados son de composicion 60 % fase
surfactante /40 % (W/O). a) Sistema (41) relacion W/O 50/50 (400 x), b) Sistema
(41) relacion W/O 50/50 (100 x).

Tabla 2.11. Resultados de las fases obtenidas del analisis de la microscopia Optica
de luz polarizada (400 x), de la muestra extraida de la microemulsion del sistema

estudiado de composicion 60 % fase surfactante /40 % (W/O). Correspondiente al

sistema 41.
Relacion
% de Fase . . Fases L.
agua/aceite |Sistema | . . Caracteristicas
Surfactante identificadas
(w/0)
TO Lamelares conicas focales positivas y
negativas (zonas mosaico), presencia de
batonnets lamelaresy se observan
60% 50/50 41 Lamelar (La) . y
agregados superiores de texturas
birrefringentes.
[18, 19, 55, 60].
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» Sistemas de composicién 70 % de surfactante

Figura 2.57. Imagen de la microscopia optica de luz polarizada, de la muestra
extraida de la microemulsion del sistema (42) relacion W/O 50/50 (400 x). El punto

estudiado es de composicion 70 % fase surfactante /30 % (W/O).
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Figura 2.58. Representacion de las distintas asociaciones anfifilicas encontradas en
el Diagrama de composicion pseudo ternario Agua/Aceite/Surfactante-
cosurfactante (etanol/propilenglicol). Cuadros celestes: Fase lamelar. Diamantes
morados: Microemulsién o fase isotropica. Circulos amarillos: Fase hexagonal
reversa (Hz2). En este diagrama se resumen las fases estudiadas luego de 1 mes de

su formulacion a 26 °C y presion atmosférica.

2.3.6.4. Analisis del diagrama de fases
Se evidencia claramente el efecto del cambio de cosurfactante en las asociaciones

anfifilicas formadas. Se evidencia el predominio de la formacion de cristales liquidos
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lamelares en las microemulsiones. Solo a 70 % de fase surfactante se presenta una

microemulsion sin la presencia de cristales liquidos.

Entre 20 y 60% la concentracién de fase surfactante, independientemente de la
relacion agua y aceite, se evidencio la presencia cristales liquidos lamelares en
todos los sistemas. Aunque sean caracterizados con texturas opticas especificas y
distintas, todas corresponden a un ordenamiento del tipo lamelar. Lo que evidencia
la tendencia del surfactante Tween 85 (en sinergia con los cosurfactantes) a la
formacion de este tipo de agregados.

Tal como en el ternario 1, con los cosurfactantes pentanol y sec-butanol, Los
resultados de la microscopia Optica polarizada, sugiere que a 20% de fase
surfactante, hay presencia de cristales hexagonales coexistiendo con la fase
lamelar. En este caso, el ordenamiento hexagonal se presenta a una proporcion
30W/70 O, indicando que podria tratarse de cristales hexagonales reversos (Hz2),
debido a que se localizan en una zona con mayor cantidad de aceite que de agua.
A concentracion de fase surfactante 70%, en una relacién agua y aceite 1:1, no se
observaron figuras birrefringentes a través de la microscopia oOptica de luz
polarizada, indicando la presencia unicamente de fases isotropicas. En esta zona
podriamos tener simplemente microemulsiones o microemulsiones coexistiendo
con cristales liquidos tipo esponja, debido a que ambos tipos de asociaciones
anfifilicas no presentan anisotropia.

Estas suposiciones son respaldadas por las caracteristicas fisicas de las muestras,
ya que presentan apariencia traslucida y cristalina y un gran volumen de la fase

microemulsion.

2.3.7. Tween 85 y su tendencia a formar cristales liquidos lamelares

El surfactante no iénico trioleato de polioxietileno (20) sorbitano (Tween 85), es
derivado de la etoxilacion del Trioleato de sorbitano (Span 85), partiendo del sorbitol

y acido oleico, a través de un proceso descrito en la seccion 2.1.4. Con base a la
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molécula mostrada en la Figura 2.5, se propone la siguiente conformacién para el
Tween 85 (Figura 2.59).

Figura 2.59. Estructura del surfactante no ionico trioleato de polioxietileno (20)
sorbitano (Tween 85), derivado de la etoxilacion del trioleato de sorbitano (Span 85)
y su representacion gréafica, donde la fraccion morada representa la parte hidrofilica

del surfactante y la fraccién azul representa la parte lipofilica.

Teniendo en cuenta que la formacién de cristales liquidos liotropicos es impulsada
por interacciones hidrofébicas junto con fuerzas intermoleculares débiles, y que la
geometria de la interfase que separa los dominios hidrofobo e hidréfilo esta
relacionada con la arquitectura supramolecular dirigida por el tipo y la forma del
tensoactivo 9. Adicionalmente, segun lo descrito por Haller [/, quien sefala que
una caracteristica destacada de la apariencia Optica de polarizacidon de las
estructuras lamelares es la presencia de una cruz de polarizacion, una figura de
interferencia conoscoépica. Y que tales caracteristicas sugieren la formacion cristales
circulares simétricos. Por lo tanto, la anisotropia observada de las estructuras
lamelares analizadas en el presente objetivo, la aparicion de una cruz de malta en
su mayoria regular, puede servir como base para argumentar que el surfactante
Tween 85, forma estructuras lamelares de orden supramolecular esferocristalino

liguido y predominantemente simétrico. Como se sugiere en la Figura 2.60
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reportada por Haller para un surfactante, cuya estructura presenta un cabeza

hidrofilica y dos colas hidrofébicas [

Figura 2.60. Esquema propuesto de la organizacibn molecular simétrica a la
radiacion de las estructuras lamelares y las propiedades 6pticas correspondientes.
Los circulos denotan los grupos de cabeza de anfifilos y las lineas las cadenas de

acilo. Modificado de Haller [79],

Pero, para el caso particular del surfactante Tween 85, se puede sugerir que en la
interfase agua/ aceite, puede tener una disposicion espacial que le permita formar
una conformacion de un cilindro. El cual podria tener un valor numérico del
pardmetro de empaquetamiento critico (CCP) de aproximadamente 1. Lo cual le
permitiria formar estructuras lamelares y dependiendo del ambiente fisicoquimico y
su relacién agua/aceite. El aceite mineral que constituye la fase aceite, esta
constituido por hidrocarburos saturados de cadena lineal y algunos ramificados. La
cadena de 18 atomos de carbono en las colas del surfactante, potencia su
capacidad de autoensamblaje y ademas de interaccion con otras cadenas
lipofilicas. En las condiciones fisicoquimicas del presente estudio, la interaccion
entre las colas oleicas del surfactante y las del aceite permite lograr la conformacion
lamelar reportada y que predomina en la mayor parte del diagrama ternario. Las
fuerzas intermoleculares predominantes son las de Van der Waals, las cuales
aumentan con el incremento del peso molecular. En relacion a la parte polar se

orientan hacia la fase acuosa, y las interacciones dominantes son los puentes de
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hidrogeno entre los oxigenos del surfactante (en mayor proporcion los grupos
etoxilados) y el agua.

También, el tween 85 puede formar estructuras hexagonales inversas (H2), las
cuales corresponden con una estructura tipo cono invertido con un PCC >1, Figura

2.61. Sin embargo, fueron pocas las zonas donde se evidenciaron estas estructuras.

3 e
‘c.
d O
® O G
C &

Lamelar concéntrica

Figura 2.61. Esquema propuesto de la organizacion molecular del Tween 85 en una
interfase agua/aceite. Los circulos denotan los grupos de cabeza de anfifilos y las
lineas las cadenas de acilo. Las cabezas de surfactantes se representan en morado

y la de los cosurfactantes en amarillo. En color marrén la fase aceite.

Es necesario tener en cuenta que cuando se desea formular una emulsion a partir

de una microemulsion, la presencia de cristales liquidos de tipo lamelar garantiza la
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obtencion de emulsiones estables de baja polidispersidad y de tamano de gota
pequeiio "], Esto es debido a que en un sistema que se acerca al comportamiento
de la fase Winsor lll, en la denominada formulaciéon 6ptima, la tensién interfacial
disminuye, lo que permite la generacion de gotas mas pequenas al agitar. Por otro
lado, la tasa de coalescencia aumenta, favoreciendo asi la formacion de gotas mas
grandes. Los dos efectos opuestos no alteran el tamafo de la gota de la misma
manera y dan como resultado un tamafo de gota minimo [ 72,

Es por ello que se emple6 determinados sistemas analizados en el presente
objetivo, como punto de partida, para elaborar emulsiones con un tamarno de gota
nanometrico.

24. CONCLUSIONES

v En el sistema ternario 1, entre 10 y 40% de concentracion de fase surfactante,
independientemente de la relacion agua y aceite, se evidencio la presencia
cristales liquidos lamelares en todos los sistemas.

v' Evidenciando la tendencia del surfactante Tween 85 (en sinergia con los
cosurfactantes) a la formacion de este tipo de agregados en un amplio
margen de concentraciones.

v Entre 10% y a 20% de fase surfactante, hay presencia de cristales
hexagonales reversos (Hz). Se encuentran coexistiendo con la fase lamelar.

v A concentracion de fase surfactante entre 50 y 70%, independientemente de
la relacibn agua y aceite, no se observaron estructuras birrefringentes,
indicando la presencia Uunicamente de fases isotropicas, como
microemulsiones bicontinua o fases tipo esponja.

v" En el sistema ternario 2, se evidencia el efecto del cambio de surfactante en
las asociaciones anfifilicas formadas.

v’ También se evidencia el predominio de la formacién de cristales liquidos
lamelares en las microemulsiones.

v Solo a 70 % de fase surfactante se presenta una microemulsién sin la
presencia de cristales liquidos. A esta concentracion se presentan pases

anisotrdpicas.
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2.5.

v En el ternario 2, entre 20 y 60% de la concentracion de fase surfactante,
independientemente de la relacion agua y aceite, se evidencio la presencia
cristales liquidos lamelares en todos los sistemas.

v En el ternario 2, se observa que a 20% de fase surfactante, hay presencia de
cristales hexagonales coexistiendo con la fase lamelar. EI ordenamiento
hexagonal se presenta a una proporcion 30W/70 O, indicando que podria
tratarse de cristales hexagonales reversos (Hz).

v Se puede sugerir que Tween 85 en la interfase agua/ aceite, puede tener una
disposicion espacial de conformacién de un cilindro, Lo cual le permitiria
formar estructuras lamelares. Y dependiendo del ambiente fisicoquimico y su
relacion agual/aceite, también, puede formar estructuras hexagonales
inversas (H2), las cuales corresponden con una estructura tipo cono invertido
con un PCC >1.
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CAPITULO Illl. NANOEMULSIONES

Este capitulo muestra los resultados de la elaboracion y caracterizacion de
nanoemulsiones a partir de microemulsiones, para ser empleadas como base para
productos cosméticos, para el cumplimento de los objetivos 3y 4. FORMULAR LOS
SISTEMAS  SURFACTANTE/ACEITE/AGUA PARA INCORPORAR LOS
COMPUESTOS POLIFENOLICOS EXTRAIDO DE LA FUENTE NATURAL CON
CARACTERISTICAS BIOCOMPATIBLES.

Y ELABORAR UN PRODUCTO TIPO EMULSION EN BASE A LA FORMULACION
BAJO ESTUDIO MEDIANTE UN METODO DE BAJA ENERGIA.
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3.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1.1. Los cosméticos

Los cosméticos son cada vez mas importantes en la vida cotidiana, se usan
regularmente por un numero creciente de personas y se consumen cantidades muy
grandes cada afno. Historicamente el propodsito mas obvio de los cosméticos, es la
proteccion del cuerpo contra los elementos de la naturaleza, como el calor y la luz
solar [,

Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (Ley FD&C) 2 define los
productos cosméticos, como los articulos destinados a ser frotados, vertidos,
rociados, introducidos o aplicados al cuerpo humano para limpiar, embellecer,
promover el atractivo o alterar la apariencia. Por ejemplo, humectantes para la piel,
perfumes, barras de labios, esmaltes de ufas, preparaciones de maquillaje facial y
para ojos, champus limpiadores, ondas permanentes, tintes para el cabello y
desodorantes, asi como cualquier sustancia destinada a ser utilizada como
componente del producto cosmético 2.

Los cosmeéticos (incluidos los cosmecéuticos) se pueden clasificar segun su uso y
area de aplicacion: cosmeéticos para el cuidado de la piel, cosméticos de maquillaje,
cosméticos para el cuerpo, cosméticos para el cuidado del cabello, cosméticos
orales y fragancias "

3.1.2. Productos cosmecéuticos

En la industria cosmeética, también se incluyen los productos cosmecéuticos,
denominados asi, por el Dr. Albert M. Kligman en una conferencia en 1984. Empled
ese término para describir una clase de productos con accion intermedia entre
productos cosméticos y productos farmacéuticos. Por lo tanto, los cosmecéuticos
no son una clase restringida al adorno, sino como productos tépicos que promueven
cambios estructurales y / o funcionales en la piel, las membranas mucosas y sus
uniones sin reclamo terapéutico, pero con posible accion preventiva [2 3}

Los organismos gubernamentales que regulan los productos cosméticos en los
Estados Unidos (Ley FD&C), Europa (Directiva del Consejo de la UE), Japdn
(Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar), y Brasil (ANVISA, Agencia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria) no reconocen estos nuevos términos, ni tampoco la
Cooperacion Internacional en Regulacion de Cosméticos (ICCR), un grupo
internacional que incluye reguladores de las industrias cosmética de Estados
Unidos, Union Europea, Japén, Canada y Brasil 12

Si bien el objetivo de este grupo es intentar proponer reglas que regulen la
cosmeética entre paises para minimizar las barreras al comercio internacional y
asegurar la proteccion del consumidor global, el reconocimiento de estas
nomenclaturas aun esta lejos de ser un consenso, ya que la clasificacion de
cosmeéticos y medicamentos de un pais a otro también varia segun el producto.

3.1.3. Humectantes

Los humectantes brindan beneficios funcionales para la piel, como hacerla suave y
tersa, aumentar la hidratacion y mejorar las caracteristicas opticas de la piel, sin
embargo, los humectantes también funcionan como vehiculos para llevar los
ingredientes a la piel. Estos ingredientes pueden ser vitaminas, antioxidantes
botanicos, péptidos, agentes aclaradores de la piel, antiinflamatorios botanicos o
exfoliantes 1.

La humectacion es el proceso de devolver los lipidos intercelulares que fueron
eliminados por error en el proceso de limpieza, debido a que los limpiadores no
pueden distinguir entre el sebo y los lipidos intercelulares. Por lo tanto, los
humectantes se desarrollaron para devolver los lipidos a la superficie de la piel
después de la limpieza .

Generalmente, los productos humectantes deben satisfacer 4 necesidades basicas:
promover una piel tersa y suave, aumentar la hidratacién de la piel, mejorar la
apariencia y posiblemente entregar ingredientes a la superficie de la piel 41,

3.1.3.1. Formulaciones humectantes

Existe una enorme diversidad en la formulaciéon de humectantes. Entre los
principales humectantes oclusivos empleados estan los hidrocarburos como el

aceite mineral, alcoholes polihidricos (polioles) como el propilenglicol y el
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butilenglicol, aceites vegetales como el aceite de semilla de uva y aceite de

aguacate 4.

Las formulaciones humectantes mas comunes son:

Las cremas y lociones son emulsiones que contienen ingredientes
hidrofilicos e hidrofébicos. Las cremas generalmente tienen una viscosidad
mas alta y forman peliculas gruesas, mientras que las lociones forman
peliculas mas delgadas y tienen una viscosidad mas baja.

Los unguentos son preparaciones semisolidas anhidras compuestas por
grasas, ceras, aceites animales y vegetales e hidrocarburos. Son
impermeables.

El suero es una formulacion a base de agua o aceite que se aplica sobre la
piel recién lavada. El suero proporciona beneficios minimos de hidratacion,
pero se usa para aplicar un agente activo a la piel debajo de una crema
hidratante. La formulacién del suero no es necesariamente una emulsion,
pero podria serla. Por lo general, el suero tiene pocos ingredientes disefiado
para optimizar la disponibilidad del agente activo, que puede ser vitamina,
factor de crecimiento, extracto botanico, etc.

Los geles son una formulacion de consistencia espesa hasta que se frota en
la piel, luego es fluida. Deja una pelicula no grasosa y son formulados a base
de polimeros acrilicos, gomas y espesantes derivados de celulosa.

Los aerosoles forman una pelicula a partir de gotas, pero la aplicacion de la

pelicula es ineficiente y discontinua 4,

3.1.4. Proceso de desarrollo de la cosmética.

La Figura 3.1 muestra el diagrama del desarrollo de fabricacién de un producto

cosmeético, desde la investigacion: basica y de fabricacion, y ademas, la produccion

basada en los planes de comercializacion. En el desarrollo de la cosmética, las

semillas de la investigacidén basica y aplicada deben ser la base para el desarrollo

de un producto [,
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Figura 3.1. Proceso de desarrollo cosmético y ciencias y tecnologias relacionadas

[1]

3.1.5. Cosmeéticos y nanociencia.

Existen cosméticos en el mercado que actian de forma mas amplia y eficaz que las

funciones de embellecimiento y mantenimiento de buenas condiciones de la piel.

Este es el resultado de importantes avances tecnoldgicos en el desarrollo de estos

productos. Una de esas tecnologias proviene de la hanociencia, es decir, el estudio

de materiales cuyas dimensiones son del orden nanométrico (1 nm = 10° m).

El uso de materiales a nanoescala permitié el desarrollo de productos cosméticos

de mejor calidad, con diferentes propiedades y mejor desempefio debido al pequefio

tamano de sus particulas 2.
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3.1.6. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones (gotas de tamafo submicrométrico), también referidas como
mini emulsiones [5 ¢l son sistemas atractivos para uso en la industria cosmética,
farmacéutica, alimentaria y otras, debido a sus propiedades tales como su baja
cantidad de surfactante, falta de toxicidad o caracteristicas irritantes, baja
viscosidad, buena apariencia y versatilidad de formulacién como espumas, cremas,
liquidos y aerosoles.

Las nanoemulsiones son una clase de emulsiones con un tamafio de gota entre 20
y 500 nm Ul Sus gotas estan estabilizadas por surfactantes. Sus propiedades
dependen no solo de las condiciones termodinamicas, sino también de los métodos
de preparacion y el orden de adicién de los componentes [& 9. Los diferentes
intervalos de tamafno para las nanoemulsiones encontradas en la literatura, se
establecen, generalmente, segun criterios basados en propiedades épticas, ya que
no hay un cambio drastico en las propiedades fisicoquimicas cuando el tamano de
las gotas de la emulsion disminuye de micrémetros a la escala de nanometros 9,

3.1.6.1. Estabilidad de las nanoemulsiones

Las emulsiones en general, incluyendo las nanoemulsiones, presentan inestabilidad
termodinamica debido al hecho de que la energia libre AGf asociada con su
formacion es mayor que cero. Este cambio de energia libre se debe principalmente
al aumento del contacto entre los dos liquidos inmiscibles: AGs = AAy, donde A A es
el incremento del area interfacial y y es la tensién interfacial. Por lo tanto, el area
interfacial tiene una tendencia a disminuir espontaneamente, favoreciendo asi la
floculacion y coalescencia de las gotas. Por otro lado, una vez formadas, las
nanoemulsiones tienden a tener muy buena estabilidad cinética, porque su pequefio
tamarno de gota reduce la tasa de separacion gravitacional y la agregacion de gotas
[11]_

Aunque las nanoemulsiones son estables a la sedimentacion o la formacion de

crema (el movimiento browniano supera la gravedad debido al tamafio pequefio),
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pueden experimentar floculacién, coalescencia y / o maduracion de Ostwald, este
ultimo es el principal proceso de descomposicion de las nanoemulsiones [12.13],

La maduracion de Ostwald consiste en la difusidon de moléculas de la fase dispersa
desde pequefias a grandes gotas, a través de la fase continua, como consecuencia
de sus diferentes presiones de Laplace. Sin embargo, con la seleccién apropiada
de componentes del sistema, composicion y método de preparacion, se puede
lograr nanoemulsiones con alta estabilidad cinética. Las nanoemulsiones, al ser
emulsiones (sistemas termodinamicamente inestables), requieren un aporte de
energia para su formacion, que puede ser externa (métodos de dispersion o de alta
energia) o interna (métodos de condensacién o de baja energia) 4,

3.1.6.2. Diferencia entre nanoemulsiéon y microemulsion

Cuando se habla sobre nanoemulsionacion, es importante aclarar una confusién
que a menudo se puede presentar entre lo que son las nanoemulsiones y
microemulsiones [,

Tanto las microemulsiones como las nanoemulsiones, son sistemas coloidales que
resultan de la dispersion de dos liquidos inmiscibles, y el sistema disperso formado
presenta gotas finas con tamafos por debajo de 100 y 200 nm respectivamente ['>
18], Pero ambas poseen el mismo aspecto macroscoépico (transparente o transltcido)
71 (Figura 3.2). En algunos casos, la estructura y morfologia de las
microemulsiones puede ser muy cercana a las nanoemulsiones, es decir, cuando
se trata de microemulsiones aceite en agua (O/W) o agua en aceite (W/O) en forma
de micelas esféricas hinchadas, como las describié Schulman y col ["8l.

Schulman y colaboradores ['8 también encontraron que las principales
caracteristicas de las microemulsiones en comparacion con las soluciones
micelares no solo eran la hinchazdén excesiva y la baja curvatura (asociada con la
baja tensién), sino también la presencia de una estructura de interconexién entre
las gotas. Al intentar diluir estos sistemas, encontraron que la estructura de la
microemulsion se ve ampliamente afectada, perdiendo asi sus caracteristicas
originales, mientras que en las nanoemulsiones no hay una afectacion en el tamano

de las gotas, ni en la distribucion del tamafio de las gotas [19-21],
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Una diferencia importante entre las microemulsiones y las nanoemulsiones, es su
estabilidad termodinamica. Como casi todos los sistemas emulsionados, existen en
un estado termodinamico metaestable, en lugar de en el estado con la energia libre
mas baja. Sin embargo, debido al pequefio tamafo de las gotas (que reduce la
separacion gravitacional y la agregacion de las gotas), el proceso principal que
induce su desestabilizacion es la maduracion de Ostwald. Este factor da como
resultado la estabilidad de las nanoemulsiones durante meses e incluso mas si los
aditivos especificos (inhibidores de la maduracion) ralentizan la transferencia de
aceite entre gotas. Por otro lado, las microemulsiones son sistemas estables desde
un punto de vista termodinamico. Se forman como resultado del equilibrio entre
aceite, agua y tensoactivos, es decir, se mezclan todas las fases de manera
homogénea, sea cual sea el orden de introduccion, y la mezcla se sellay se pone a
temperatura constante hasta alcanzar el equilibrio 11,

Ambos sistemas poseen distinta cantidad de tensoactivo. Generalmente las
microemulsiones poseen un contenido de surfactante superior al 20%, lo que
permite su formacion espontanea 7, mientras que las nanoemulsiones estan

constituidas por una menor cantidad de tensoactivos (entre el 3% y el 10%) [22],

Microemulsion Nanoemulsion
! 3

153



Figura 3.2. Imagen de una microemulsion y una nanoemulsion, ambas constituidas
por un surfactante no iénico, cosurfactantes, agua y aceite mineral, formuladas para

uso cosmeético.

Fabricacion de nanoemulsiones por métodos de baja energia

Los métodos de emulsionacion de baja energia, hacen uso de la energia
quimica interna del sistema, a menudo son mas eficientes energéticamente ya que
solo se necesita agitacion simple, y generalmente permiten producir un tamafo de
gota mas pequeiio que los métodos de alta energia 1?3, Sin embargo, dependiendo
del sistema y las variables de composicion, se pueden lograr tamafos de gota
similares por ambos tipos de métodos 241,
3.1.6.3. Formacion de nanoemulsion por métodos de autoemulsionacién

La emulsion se crea como resultado de una mezcla de dos liquidos a
temperatura ambiente. Uno es una fase acuosa pura, el otro es una mezcla de
aceite, surfactante y un solvente miscible en agua. El método de autoemulsionacién
o0 emulsién espontanea hace uso de la energia quimica liberada debido a un
proceso de dilucioén con la fase continua, sin que se produzca ninguna transiciéon de
fase (sin cambio en la curvatura espontanea del tensoactivo) en el sistema durante
la emulsion 110251,

La emulsionacién espontanea se produce por diferentes mecanismos que
parecen verse afectados por la composicidn del sistema, las caracteristicas
fisicoquimicas y el protocolo de emulsionacion (es decir, la forma en que se afaden
los componentes y como se modifican las propiedades termodinamicas del
sistema). En primer lugar, se propusieron tres posibles mecanismos principales: dos
de ellos implicaban la rotura mecanica de la interfase debida, en un caso, a la
intensidad de la turbulencia interfacial y, en el otro como inestabilidad mecanica de
las interfaces de baja tension. El tercer mecanismo fue llamado "difusion y varado"
y es completamente diferente de los dos anteriores porque involucra una
inestabilidad quimica en lugar de mecanica [?6l.  La idea basica en este caso es
que las regiones de sobresaturacion local son producidas por el proceso de difusiéon
y las gotitas de emulsion se forman debido a la transformacion de fase en estas
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regiones. La sobresaturacion cerca de una interfaz también puede promover su
ruptura por un mecanismo de inestabilidad quimica distinto, pero estrechamente
relacionado [29],

Por lo tanto, al diluir una microemulsion o una mezcla de disolvente,
tensoactivo y / o cosurfactante, se produce la difusiéon de los componentes miscibles
en agua, desde la fase organica, hacia la fase acuosa, lo que induce una gran
turbulencia en la interfase agua / aceite, lo que resulta en un aumento dramatico del
area interfacial, dando lugar al estado de emulsion metaestable, haciendo que se
formen gotas nanoescaladas (nanoemulsiones O / W) [10. 27,

Segun el tipo de nanoparticula requerida, la formulacién también puede incluir
componentes adicionales tales como tensoactivos, mondmeros, polimeros,
macromoléculas y / u otros ingredientes activos. Aunque estas adiciones pueden
causar una ligera interferencia con el proceso, los mecanismos a nivel general
permaneceran sin cambios [2% 271,

Las nanoemulsiones también se pueden formar mediante la dilucion de agregados
tensoactivos distintos de las microemulsiones. De hecho, la formacién de
nanoemulsiones O / W por dilucion directa a partir de una fase cristalina liquida
cubica con estructura (Pm3n), en sistemas mixtos de tensoactivos no idnicos /
ionicos 124281, Estas fases cristalinas Pm3n, es un tipo de estructura micelar basada
en agregados micelares discretos [?°. Vale la pena sefialar que no se produce
ningun cambio en la curvatura espontanea del tensoactivo durante la etapa de
dilucion 19,

Durante la dilucion, las micelas que se empaquetaron en la red cubica se separan,
interrumpiendo la estructura cubica, y al mismo tiempo una parte del tensoactivo
que estabilizaba la interfase puede migrar a la fase acuosa en el seno del liquido,
desestabilizando una parte de la interfase, dando pie a la formacién de las gotas
finales de nanoemulsion [0,

3.1.6.4. Formacion de nanoemulsién por métodos de inversion de fases.

Método de composicion de inversion de fase (PIC)
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Estos métodos hacen uso de la energia quimica liberada por las transiciones de
fase durante el proceso de emulsionacién. Estas transiciones de fase a menudo,
implican la inversion de la curvatura de la pelicula de surfactante de positiva a
negativa o viceversa. Se ha demostrado que las transiciones de estructuras que
tienen una pelicula de surfactante con una curvatura cero, (como la fase cristal
liquido lamelar o microemulsion bicontinua) juegan un papel importante en la
formacion de las nanoemulsiones 30311,

El procedimiento para obtener nanoemulsiones por el método PIC consiste en
agregar progresivamente uno de los componentes (agua o aceite) sobre una mezcla
de los otros dos componentes (surfactante de aceite o surfactante de agua,
respectivamente 32 331,

3.1.7. Nanoemulsiones en cosmeéticos

Las nanoemulsiones son un sistema prometedor para el uso cosmético debido a
varias ventajas sobre otras tecnologias (como emulsiones, liposomas vy
microemulsiones, espumas, geles, dispersiones, etc.), incluida la facilidad de
fabricacion, tamafos de particulas controlables, alta estabilidad cinética y niveles
de tensoactivos relativamente bajos 34301, La eficacia de los productos cosméticos
depende de sus propiedades de textura y de su capacidad para transportar
ingredientes activos y funcionales. Los componentes lipofilicos, hidrofilicos y
anfifilicos se pueden incorporar facilmente en las nanoemulsiones porque contienen
aceite, agua y regiones interfaciales de gran area 71,
Son sistemas particularmente atractivos para su aplicaciéon en cuidado personal y
cosméticos como, asi como en el cuidado de la salud debido a las siguientes
ventajas [38;
e El pequefo tamafo de gota también evita cualquier floculacion de las gotas
y esto permite que el sistema permanezca disperso sin separacién de las

fases.
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e Las nanoemulsiones son adecuadas para la administracion eficiente de
ingredientes activos a través de la piel. La gran superficie del sistema de
emulsion permite una rapida penetracion de los activos.

e La naturaleza transparente del sistema, su fluidez (a concentraciones
razonables de aceite), asi como la ausencia de espesantes, pueden darles
un caracter estético agradable y sensacion en la piel.

e El pequeno tamafio de las gotas les permite depositarse uniformemente
sobre sustratos, la humectacion, la dispersion y la penetracion también
pueden mejorarse debido a la baja tension superficial de todo el sistemay la
baja tension interfacial de las gotas de aceite en agua (O / W).

e Las nanoemulsiones pueden ser empleadas en la encapsulacion de
fragancias, a ser incorporadas en productos de cuidado personal, para su
posterior liberacion durante la aplicacion del producto utilizado. Esto también

podria aplicarse en la formulacién de perfumes sin alcohol.

Estas caracteristicas mencionadas, tamafio de gota extremadamente pequerio, baja
cantidad de surfactante, baja toxicidad y viscosidad, las hacen atractivas y una
excelente opcidn para aumentar la efectividad dérmica y transdérmica, debido a la
transferencia rapida de principios activos a través de la piel, de los ingredientes
activos utilizados en la industria cosmética y cosmecéutica.

3.1.8. Caracterizacion de nanoemulsiones por dispersién dinamica de luz

En relacion con los métodos de caracterizacion de las nanoemulsiones, varios
estudios en la literatura utilizan dispersién dinamica de luz (DLS), para comprobar
el tamafio de las particulas 9.

La dispersion dinamica de luz (DLS), también conocida como espectroscopia de
correlaciéon de fotones (PCS), es una técnica no invasiva y bien establecida para
medir el tamafio y la distribucién de tamafo de particulas, emulsiones o moléculas
que se han dispersado o disuelto en un liquido, tipicamente en la regién

submicrométrica.
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La dispersion de luz se debe a fluctuaciones locales en la constante dieléctrica del
medio. El hecho de que las particulas en suspensién usualmente tengan indices de
refraccion diferentes a aquel del solvente, hace que la luz sea dispersada
principalmente por estas ultimas. Las particulas estan en un constante movimiento
llamado “movimiento Browniano”. Como resultado de esto, en un experimento de
dispersién, varia tanto la relacion de fase de la luz dispersada, por diferentes
particulas que se mueven al azar, como el numero de particulas en el volumen de
dispersion. Ambos efectos producen una fluctuacién de la intensidad de luz
dispersada. Debido a que el movimiento Browniano o la difusidon de particulas en
suspension es la causa de las fluctuaciones, se puede obtener informacion acerca
del proceso de difusion a partir de un analisis de la intensidad y distribucion de las
fluctuaciones en términos de una funcidon de correlacidon. Del analisis de estas
fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano y por
lo tanto el tamario de particula utilizando la relacion de Stokes-Einstein [3°],

3.1.10. La piel, su estructura y funcién.

La piel es una capa protectora ubicada en la parte mas externa del cuerpo. Uno de
los objetivos de los cosméticos es mantener una piel sana y hermosa. Por lo tanto,
comprender la piel es esencial para el desarrollo de mejores cosméticos y es uno
de los temas mas importantes de la ciencia cosmética 40,

La piel rodea nuestro cuerpo y no es una simple membrana ni una capa, tiene una
estructura compuesta que consiste en varios componentes complejos bien
organizados para desempefiar funciones fundamentales. A continuacion, se
describen, la estructura y la funcion de la piel en funciéon de cada uno de estos
componentes funcionales, y se discuten puntos importantes en la comprensién de
la relacion entre la piel y los cosméticos 40,

Cuando consideramos la piel en su totalidad, pueden ser identificados tres
diferentes tejidos superpuestos: La epidermis: la capa mas externa en contacto con
el ambiente. La dermis: debajo de la epidermis, es el componente estructural del a
piel y los 6rganos subyacentes. La hipodermis: inmediatamente debajo de la dermis,
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compuesto de una capa de células adiposas y que representa un "cojin" de grasa
entre la piel y los érganos debajo de ella 41,

La aplicacion cosmética se produce principalmente en la superficie de la piel y, por
tanto, la eficacia clinica del producto se basa a menudo en la difusion de las
sustancias activas a través de la capa de la epidermis. La principal barrera para la
penetracion de sustancias a través de la piel es el estrato corneo, la capa mas
externa de la epidermis, que esta en contacto directo con el medio ambiente 31,
Partiendo de la capa mas externa de la piel, el estrato corneo (SC) de la epidermis
estd formado por un conjunto de células queratinizadas y anucleadas dispuestas
planas unas contra otras. Estas células se recogen en 10 - 20 capas de células
rodeadas de material lipidico extracelular (Figura 3.3). Esto confiere a la superficie
cutdnea una importante caracteristica estructural y organizativa, asi como una
propiedad hidrofébica, siendo estos los factores clave para su funcién protectoray,
también, para el control selectivo de la permeabilidad cutanea. Debido a estas
caracteristicas, algunas sustancias apenas penetran a través de la piel por difusion

pasiva en cantidades suficientes para alcanzar niveles terapéuticos [2 40 42],
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Figura 3.3. Esquema del estrato corneo (SC) de la epidermis
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Hay varias vias posibles para que las moléculas penetren a través de la barrera
cutanea y, en general, se consideran tres vias principales. En primer lugar, la via
intercelular mas conocida se produce por difusidon molecular a través de capas de
lipidos entre la interfase de los corneocitos. En segundo lugar, la via folicular con su
densa red de capilares sanguineos también actua como un "reservorio" del
componente activo. En tercer lugar, la via transcelular que implica el transporte

molecular directamente a través de los corneocitos y las capas de lipidos [37: 42 431,

Debido a estas caracteristicas, algunas sustancias apenas penetran a través de la
piel por difusién pasiva en cantidades suficientes para alcanzar niveles terapéuticos.
En este contexto, la nanotecnologia es fundamental en el desarrollo de estrategias
que permitirian una mayor penetracion de activos por via transepidérmica, como las
nanoemulsiones 2,

En la Dermis, las células mas abundantes son los fibroblastos. Estas células son el
sitio de produccion de los otros componentes dérmicos: tanto las fibras de la dermis
como la sustancia fundamental. La mayor parte de la dermis esta ocupada por
matrices extracelulares. Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular
estan integradas en cuatro tipos: (1) sistema colageno (2) sistema elastico (3)
proteoglicanos (4) glicoproteinas multifuncionales. Cada una desempefa funciones
de manera integrada con las demas [40. 41, 44],

El colageno, que consiste principalmente en colagenos tipo | y tipo lll. Los colagenos
consisten en proteinas fibrosas que forman una estructura de triple hélice con tres
moléculas de colageno reticuladas intermolecularmente 40 411,

El colageno tipo | y el tipo lll, presentes en la dermis de la piel, presentan una
estructura de fibrillas con bandas. Estos colagenos se caracterizan por su capacidad
de ensamblarse en agregados supramoleculares altamente orientados con una
infraestructura caracteristica, la tipica matriz de fibrillas escalonada en cuartos con
diametros entre 25 y 400 nm. El colageno tipo IV, [a1 (IV)]2 a2(IV), a1 — a6 presenta
un dominio globular, formando una red ramificada. El colageno tipo IV es el

160



componente estructural mas importante de las membranas basales [*> 46l Ver

Figura 3.4

Fibrillas (Coldgeno tipo l y 1)

(= =

Red (Colageno tipo IV)

® Dominio no colagenoso
—— Dominio triple helicoidal
> > (Gli-X-Y)

Figura 3.4. Ensambles supramoleculares formados por colagenos 71,

Otro componente importante de la dermis es la elastina, que consiste en fibra
elastica, que exhibe propiedades no muy diferentes a las de un resorte. Las fibras
elasticas, junto con las fibras de colageno, construyen una arquitectura de red en la
dermis y proporcionan propiedades fisicas para la recuperacion tras la deformacién
de la piel 149,

Los espacios intermedios entre estas estructuras de proteinas estan ocupados por
la sustancia fundamental de la dermis, el cual es el componente "cementante”, un
grupo de diferentes componentes que se combinan para comprimir la estructura de
la dermis. Est4d formado por sustancias como acidos mucopolisacaridos
(glicosaminoglicanos, quimicamente clasificable como azucares complejos), acido
hialurénico y sulfato de condroitina. Su principal caracteristica es la capacidad de
unir numerosas moléculas de agua, produciendo asi un gel amorfo que cumple dos
funciones esenciales: permitiendo que los nutrientes y el oxigeno entren en los
tejidos y protejan la estructura dérmica 411,

El rendimiento en la sintesis de los componentes extracelulares disminuye

gradualmente con la edad, lo que produce un adelgazamiento de la piel, una menor
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elasticidad y una mayor alteracion, ya que la flacidez acompafia la disminucion del
rendimiento de los musculos 19,
3.1.11. Capacidad antioxidante de los polifenoles del cacao y su influencia en

la piel

Se ha demostrado que los polifenoles presentes en el cacao, actuan como
antioxidantes fuertes, con el potencial de inhibir la peroxidacién lipidica y para
interceptar y neutralizar eficazmente las especies reactivas de oxigeno (ERO o por
sus siglas en ingles ROS). En este sentido, se ha demostrado que los flavanoles
de cacao pueden ser mas potente que otros polifenoles, y varias veces mas eficaces
como antioxidantes que, la vitamina E y C, empleados convencionalmente como los
mas potentes antioxidantes naturales [48 491,

Se ha estudiado la influencia de los polifenoles del cacao en la estructura de la piel,
mediante la aplicacion topica de polifenoles de cacao, demostrando que exhiben un
efecto positivo en la morfologia general de la piel, indicadores de la elasticidad y el
tono de la piel, a saber, los glicosaminoglicanos y el colageno |, Ill y IV. Los
polifenoles del cacao inducen un ligero aumento en el espesor epidérmico, asi como
un aumento en la densidad del colageno en la dermis papilar [,

El grupo de las catequinas ha despertado interés en el area cosmética y la salud de
la piel [50-%5]. Madhan y colaboradores [°6: 571 en un trabajo realizado para estudiar la
estabilidad del colageno tipo | utilizando catequina, demostraron que la catequina
estabiliza el colageno contra el ataque de la enzima colagenasa. Ademas, la
estabilidad de las fibras de colageno tratadas con catequina es buena incluso
después de ser sometidas a un tratamiento con un desestabilizador estructural
secundario, como la urea. Adicionalmente se observd que la estructura nativa del
coldgeno no se ve alterada en el tratamiento con catequina. Los estudios
experimentales y computacionales indican que las principales fuerzas involucradas
en la estabilizacién del colageno por la catequina, es debido la participacién del
enlace de hidrégeno y las interacciones hidrofdbicas.
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Algunos estudios, también informaron que la catequina tenia un efecto significativo
de fotoproteccion de la piel contra el estrés oxidativo mediado por los rayos UV, el
melanoma, el carcinoma basocelular y las quemaduras solares 5% 58],

3.1.12. Los polifenoles y su biodisponibilidad

Los flavonoides son compuestos altamente lipofilicos y, por lo tanto, dificiles de
absorber por via oral. Estas moléculas exhiben un efecto positivo en la morfologia
general de la piel, indicadores de la elasticidad y el tono de la piel y actua
beneficiosamente en los tipos de colageno que se encuentran en la piel. Ademas
de ejercer un efecto significativo de fotoproteccion de la piel contra el estrés
oxidativo mediado por los rayos UV 50,54,

Numerosos factores pueden afectar el contenido de polifenoles en alimentos diarios
o extractos de plantas. Las condiciones ambientales como la luz, la temperatura o
el oxigeno, el procesamiento y almacenamiento de alimentos (Calentamiento,
acidificacioén, luz y oxigeno) o las reacciones del tracto digestivo (pH acido, enzimas,
presencia de otros nutrientes) son los parametros principales que podrian producir
una disminucion en la concentracion de polifenoles y provocando una pérdida
parcial o incluso total de su bioactividad. Estos factores limitan su disponibilidad
para la administracion oral en humanos, lo que plantea serios desafios para la carga
de estos compuestos en productos nutracéuticos [°9,

Especificamente la catequina posee una vida media corta (t1 / 2, 1.25 h), después
de la administracion oral, y una biodisponibilidad oral en menos del 5%. Ademas, la
captacion intestinal es pobre. Por lo tanto, la aplicacién tdépica de catequina deberia
ofrecer beneficios sobre los efectos fotoprotectores de la piel y la mejora de la
biodisponibilidad, incluido el potenciador quimico utilizado, el liposoma,
nanoemulsiéon o formulacion de caracteristicas especificas para mejorar la
administracion de compuestos activos para la piel 54,

El sistema de administracion transdérmica de medicamentos es un método mucho
menos invasivo, mas cémodo y conveniente para la administracion de
medicamentos o ingredientes activos. Sin embargo, el compuesto terapéutico solo

puede actuar cuando impregna al menos la capa mas externa (estrato cérneo) de
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la piel, y su eficacia de aplicacion tépica a menudo se ve obstaculizada, porque el
transporte es lento debido a la resistencia del estrato cérneo de la piel 691,

En esta investigacion se propone, la formulacion de una emulsion que contenga
polifenoles provenientes del cacao, especificamente (-)-epicatequina (EC)
pertenecientes al grupo de los flavonoides. Esta formulacion debe poseer gotas de
tamafo nanométricos para favorecer el pasaje transdérmico a través del estrato
corneo, con la finalidad de hacer llegar los polifenoles a la dermis cutanea y
potenciar el efecto positivo en la morfologia general de la piel. Debido a que este
sistema de administracion de compuestos activos es un método mucho menos
invasivo, mas comodo y conveniente para la administracion de medicamentos o

ingredientes activos.

3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Las fases microemulsiones de determinados sistemas del ternario uno y ternario
dos, fueron seleccionados para formar nanoemulsiones a partir de ellos, a través de
un método de dilucion reportado por Solé 611,

3.2.1. Materiales, reactivos y equipos

3.2.1.1. Materiales
Las muestras empleadas para evaluar la formacion de nanoemulsiones, fueron
las microemulsiones estudiadas en los ternarios 1y 2. Los sistemas estudiados
son reportados en la Tabla 3.1. Los sistemas analizados en el ternario 1 estan
compuestos por: solucién salina de cloruro de sodio al 10 %, aceite mineral,
surfactante Tween 85 y los cosurfactantes sec-butanol y 1-pentanol. Los
sistemas analizados en el ternario 2 estan compuestos por los mismos reactivos,

variando sélo los cosurfactantes, en este caso etanol y propilenglicol.
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Tabla 3.1. Las muestras empleadas para evaluar la formacién de nanoemulsiones,

provenientes de las microemulsiones estudiadas en los ternarios 1 y 2. En las

microemulsiones (ME) estudiadas hay presente fases lamelares (La) y hexagonal

(H2).

Muestras proveninetes de los  |Fases presentes Muestras proveninetes de los Fases presentes
Sistemas estudiados en el Ternario |en las muestras | Sistemas estudiados en el Ternario |en las muestras
1 microemulsion 2 microemulsion
Sistema Composicion Sistema Composicion
6 20% surf (30 W/700) La /ME 6 20% surf (30 W/700) | Lo/ H,/ME
7 30% surf (30 W/700) La /ME 7 30% surf (30 W/700) La /ME
8 40% surf (30 W/700) La /ME 8 40% surf (30 W/700) La /ME
9 50% surf (30 W/700) ME 9 50% surf (30 W/700) La /B/ME
37 20% surf (50 W/500) La /ME 37 20% surf (50 W/500) ME
38 30% surf (50 W/500) Lo /ME 38 30% surf (50 W/500) La /ME
39 40% surf (50 W/500) Lo /ME 39 40% surf (50 W/500) La /ME
40 50% surf (50 W/500) ME 40 50% surf (50 W/500) La /ME
41 60% surf (50 W/500) ME 41 60% surf (50 W/500) Lo /B/ME
42 70% surf (50 W/500) ME 42 70% surf (50 W/500) ME
70 20% surf (70 W/300) La /ME 70 20% surf (70 W/300) ME
71 30% surf (70 W/300) La /ME 71 30% surf (70 W/300) Lo /ME
72 40% surf (70 W/300) La /ME 72 40% surf (70 W/300) Lo /ME
73 50% surf (70 W/300) ME 73 50% surf (70 W/300) Lo /ME
3.2.1.2. Reactivos
e Agua bidestilada
e Extracto de polifenoles, obtenidos en el cumplimiento del objetivo
1.
3.2.1.3. Equipos

» pH-metro: pH meter Digimed DM-23

A\

Conductimetro: Conductivity meter Digimed DM-31

» Equipo de Dispersion Dinamica de Luz: La distribucién de tamaro de las

particulas se midi6 con un equipo construido en el Laboratorio de

Espectroscopia Laser, la Escuela de Quimica de la Facultad de Ciencias de
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la Universidad central de Venezuela, basado en la técnica de dispersion
dinamica de la luz (DLS) (Figura 3.5).

El equipo desarrollado para las medidas de dispersion de luz consta de un laser de
He-Ne de 635 nm, dos polarizadores para atenuar el haz del Iaser, una lente para
enfocar el haz sobre la muestra. El haz entra a la camara que contiene la celda por
medio de un orificio o rendija, la luz hace contacto con la solucién y se dispersa, el
fotomultiplicador esta colocado a un angulo variable respecto a la luz incidente que
la convierte en corriente eléctrica. La corriente de salida es convertida en voltaje,
para luego pasar por la interfaz de adquisicién de datos y llega al computador.

Obteniéndose los datos de distribucion y diametro de particulas en nanémetros 139,

Figura 3.5. Equipo de Dispersion Dinamica de Luz

Formacioén de nanoemulsiones O/W

Las nanoemulsiones fueron preparadas a partir de las microemulsiones de los
sistemas estudiados, por dilucién con agua. La cantidad de agua adicionada fue la
necesaria para llevar la concentracion de surfactante a 7% m/v en cada
nanoemulsién, la cual es la concentracion donde se obtiene la zona de emulsiones

en el ternario 1. La cantidad de microemulsiéon necesaria para elaborar una
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nanoemulsién de un volumen 5 mL fue determinada empleando la ecuacion de
dilucion 2.1

C1xV1=C2 xV2 ec.21
Donde C1 es la concentracion de la formulacion concentrada (microemulsion), V1
es el volumen de la formulaciéon concentrada (microemulsion), C2 es la formulacion
diluida y V2 es volumen de la formulacién diluida.
A la cantidad determinada de microemulsion, se le afadio la cantidad de agua
necesaria para alcanzar un volumen total de 5 mL.
La adicion del agua se realizd en un solo paso, descargando el contenido
determinado de agua a través de una pipeta graduada, sobre la microemulsion. Una
vez adicionada la cantidad de agua en el tubo que contiene la microemulsion, fue
tapado e invertido el tubo 2 veces, de manera suave para facilitar el proceso de
mezclado y dilucion de la microemulsion. Todo el proceso se llevd a cabo a una

temperatura constante de 26 °C.

3.2.2. Formacion de nanoemulsiones O/W con extracto de polifenoles

Las nanoemulsiones fueron preparadas por dilucién de las microemulsiones con
agua y la adicion del extracto de polifenoles.

Sobre la microemulsién se adiciond una cantidad de extracto de polifenoles, para
lograr una concentracion entre 0,75y 0,78 % m/v en cada formulacion (0,18 mL de
extracto de polifenoles para 0,78 %). La cantidad de agua adicionada fue la
necesaria para llevar la concentracion de surfactante a 7% m/v en cada
nanoemulsién, y un volumen final de 5 mL.

La adicién del agua y el extracto polifendlico se realiz6 en un solo paso,
descargando el contenido determinado a través de una pipeta, sobre la
microemulsion. Una vez adicionada la cantidad de agua y extracto de polifenoles en
el tubo que contiene la microemulsion, fue tapado e invertido el tubo 2 veces, de
manera suave para facilitar el proceso de mezclado y dilucion de la microemulsion.

Todo el proceso se llevo a cabo a una temperatura constante de 26 °C.
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De la misma manera, siguiendo el método de baja energia fue elaborado el producto
basado en la formulacién seleccionada.

3.2.3. Medicion de distribucion de tamaino de gotas

La distribucién de tamafio de gotas en las nanoemulsiones, fueron medidas luego
de 24 horas de su elaboracién. Las muestras fueron colocadas directamente en el
equipo de DLS, sin ningun tratamiento adicional. Estas mediciones se realizaron a
una temperatura de 25 °C.

3.2.4. Medicion de pH al producto

Se realizé empleando un pHmetro, colocando el electrodo en una cantidad minima

de muestra.

3.2.5. Medicién de conductividad al producto

La conductividad del producto, se determiné empleando un conductimetro.

3.2.6. Determinacién de la morfologia de la emulsién
Se colocod una gota de la nanoemulsién en un medio acuoso, para observar si la

fase externa se disolveria o no en la fase acuosa.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Elaboracion de nanoemulsiones a partir de sistemas

microemulsiones/cristales liquidos provenientes de los ternarios 1

Se realizd la elaboracion de nanoemulsiones partiendo de distintos sistemas
formulados en el ternario 1 (mostrados en la Tabla 3.1). Estos sistemas poseen
concentraciones de surfactante entre 20 y 70% y a distintas relaciones agua vy
aceite, los cuales estan conformados por microemulsiones y cristales liquidos (en
su gran mayoria lamelares), coexistiendo ambas fases en algunos casos y en otros,

so6lo se determind la formacién de microemulsiones.
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Estos sistemas fueron diluidos con agua hasta obtener una concentracion de 7 %
fase surfactante, independientemente de la concentracion de la microemulsion de
origen. Esto, debido a que en el sistema ternario analizado inicialmente, el ternario
1, se obtuvo una regién bifasica, es decir, formacion de sistemas bifasicos, en el
cual con los componentes empleados se favorece la formacion de emulsiones,

como lo indica la Figura3.6.

Surfactante

129

08

Zoné bifésiéa
Agua '

Figura 3.6. Diagrama del proceso de dilucién de las fases microemulsion/cristal

liquido, hasta la zona bifasica para la elaboracién de las nanoemulsiones.

Las emulsiones obtenidas, mostraron una apariencia traslucida caracteristicas de
las nanoemulsiones, como se observa en la Figura 3.7 a, se puede ver unas letras
impresas en una hoja colocada detras del tubo de la nanoemulsion, evidenciando la

transparencia de dicha emulsion.
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La elaboracion de nanoemulsiones con la incorporacion de los polifenoles, se realizo
igualmente partiendo de distintos sistemas formulados en el ternario 1 (mostrados
en la Tabla 3.1). Sistemas conformados por microemulsiones y cristales liquidos.

Empleando la misma metodologia de dilucion, estos sistemas fueron diluidos con
agua hasta obtener una concentracion de 7 %, ademas de la adicion de extracto

polifendlico. Las emulsiones obtenidas, mostraron una apariencia traslucida de color

naranja/ladrillo, como se observa en la Figura 3.7 b.

2l a

Figura 3.7. Nanoemulsiones elaboradas por el método de diluciébn de
microemulsiones/ cristales liquidos. a) Nanoemulsién proveniente del sistema 8
40% surf (30 W/700) diluido con agua. b) nanoemulsién proveniente del sistema 8,

diluido con agua y la adicion del extracto de polifenoles.

Las emulsiones provenientes de los sistemas del ternario 1 fueron caracterizadas,
determinando la distribucion del tamafio de gota a través de la técnica de dispersion
dindmica de luz.

3.3.2. Distribucién de tamafio de gotas

La mayoria de las nanoemulsiones contienen una gran cantidad de gotas esféricas
gue varian de tamafio en un cierto intervalo y, por lo tanto, sus dimensiones pueden

describirse mediante una distribucion del tamafio de particulas (DTP), también
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llamada distribucién de tamafio de gotas, que representa la fraccion de gotas dentro
de una gama de tamarios discretos 621,

En el caso de las nanoemulsiones elaboradas por métodos de baja energia, la DTP
depende la temperatura, velocidades de agitacion, tasas de adicion, proporcion de

surfactante-aceite-agua y tipo de surfactante.

En la Figura 3.8 se observan las graficas de la curva de distribucion de tamario de
gota para las nanoemulsiones provenientes del sistema 39 del ternario 1, en azul la
curva de la nanoemulsion O/W y en naranja la curva de la nanoemulsién
O/W/Polifenoles. Las graficas de distribucion de tamafos de gotas de los demas

sistemas proveniente del ternario 1 son mostradas en el apéndice de este capitulo.
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Figura 3.8. Graficas de la curva de distribucion de tamafio de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 39 del ternario 1. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.

Los valores de diametro de gota obtenidos por la dispersién dinamica de luz, son

reportados en la Tabla 3.2. Estos valores corresponden al valor de la moda,

171



obtenido del maximo de la curva construida con los datos arrojados por el equipo,
es decir, el valor obtenido de diametro de gota que se presentd con mayor

frecuencia 63l

Tabla 3.2. Diametro de tamafios de gotas de las nanoemulsiones formadas por
dilucién de determinados sistemas provenientes del ternario 1 y las nanoemulsiones
provenientes de los mismos sistemas mas la adicién de los polifenoles, empleando

dispersiéon dinamica de luz.

Fases
Diametro de gotas Diametro de gotas
presentes en
Sistema de nanoemulsiones de nanoemulsiones
las muestras )
_ . O/W(nm) O/WI/Polifenoles(nm)
microemulsion
6 La /ME 11 -
7 La /ME 14 46
8 La /ME 29 22
9 ME 17 -
37 La /ME 27 -
38 La /ME 14 -
39 La /ME 14 22
40 ME 20 -
41 ME 14 -
42 ME 14 -
70 La /ME 14 -
71 La /ME 14 34
72 La /ME 14 40
73 ME 14 -
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Los resultados obtenidos evidencian que, en todos los sistemas estudiados se
obtuvo tamafos de gotas caracteristicos de nanoemulsiones, tanto para las O/W
como para las O/W/Polifenoles. En todos los casos, las nanoemulsiones, presentan
valores de diametro de gotas por debajo de 50 nm.

No se observa una relacion directa entre la fase presente en la microemulsién y el
tamafio de gota obtenido. En ambos casos, tanto en microemulsiones coexistiendo
con cristales liquidos, como en sistemas que soOlo presentaron evidencia de
microemulsion, se obtuvo valores de distribucion de tamafio de particulas menores
a 50 nm.

En el caso de las nanoemulsiones O/W/Polifenoles, se presentan valores de
diametro de gotas mas grande a los provenientes del mismo sistema, pero sin la
incorporacion de los polifenoles.

Sabiendo que en las nanoemulsiones O / W, las gotas consisten en un nucleo de
material hidrofébico rodeado por una capa de materiales tensoactivos, el radio
efectivo de las gotas dentro de una nanoemulsién depende de la dimensién del
nucleo hidréfobo y la capa tensoactiva. Por lo tanto, el grosor de la capa puede
aumentarse mediante la adsorcion de materiales sobre las superficies de las gotas
621 En este caso, la incorporacion de materiales con actividad interfacial como los
flavanoles 04, Estas moléculas poseen grupos hidroxilos hidrofilicos y zonas
hidrofdbicas, porque pueden adsorberse en las interfases de la gota, ademas de
presentar posibles interacciones tipo puente de hidrégeno con la cadena etoxilada
del surfactante Tween 85, y/o con las moléculas de alcoholes ubicadas en la
interfase. Estas interacciones podrian verse mas favorecidas que las interacciones
con al agua para mantenerse en la fase acuosa, debido a que la molécula se veria
afectada por el efecto hidrofébico que ejerceria el agua sobre las moléculas de los
flavanoles. Es por ello que estas moléculas estarian ubicadas en las interfases de
la gota, formando parte de la capa tensoactiva que recubre el nucleo lipofilico. Es
por ello que podria verse aumentado los valores del tamafio de gotas de las
nanoemulsiones O/W/Polifenoles.
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Las nanoemulsiones O/W mostraron una estabilidad en el tiempo superior a los 12
meses, tiempo en el cual no se observo separacién de las fases o proceso de
cremado. Viéndose afectadas las nanoemulsiones sélo por un aumento de
temperatura, sin embargo, al volver a su temperatura inicial, y luego de la
incorporacion de las fases, se vuelve a obtener las nanoemulsiones con la misma
apariencia translucida, indicando que mantienen un tamafo de gota a escala
nanomeétrica. Esto sugiere que se trata de sistemas reversibles.

A pesar de obtenerse tamanos de gotas muy pequefios en las nanoemulsiones O/W
y la estabilidad mostrada en el tiempo, la mayoria de las nanoemulsiones
O/W/Polifenoles, no mostraron una buena estabilidad en el tiempo (inferior a 24
horas). Por lo tanto, no fue posible realizar la medicién de dichas emulsiones,
reflejando en los resultados, las nanoemulsiones con polifenoles que presentaron

una estabilidad superior a los 3 meses.

3.3.3. Elaboracion de nanoemulsiones a partir de  sistemas

microemulsiones/cristales liquidos provenientes del ternario 2

Se realizd la elaboracion de nanoemulsiones partiendo de distintos sistemas
formulados en el ternario 2 (mostrados en la Tabla 3.1). Estos sistemas poseen
concentraciones de surfactante entre 20 y 70% y a distintas relaciones agua y
aceite, tal como en el ternario 1.

Se realizd el mismo procedimiento de dilucion a las muestras al aplicado para los
sistemas provenientes del ternario 1.

Las emulsiones obtenidas, mostraron una apariencia traslucida caracteristicas de
las nanoemulsiones, como se observa en la Figura 3.9 a, se puede ver unas letras
impresas en una hoja colocada detras del tubo de la nanoemulsion, evidenciando la
transparencia de dicha emulsion.

La elaboracién de nanoemulsiones con la incorporacion de los polifenoles, se realizo
igualmente partiendo de distintos sistemas formulados en el ternario 2 (mostrados

en la Tabla 3.1). Sistemas conformados por microemulsiones y cristales liquidos.
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Empleando la misma metodologia de dilucién a las muestras provenientes del
ternario 1 y adicion del extracto de polifenoles.
Las emulsiones obtenidas, mostraron una apariencia poco traslucida de color

rosado, como se observa en la Figura 3.9 b.

Figura 3.9. Nanoemulsiones elaboradas por el método de dilucion de
microemulsiones/ cristales liquidos. a) Nanoemulsién proveniente del sistema 70
(20% surf / 80% W/O) diluido con agua. b) nanoemulsion proveniente del sistema

70, diluido con agua y la adicién del extracto de polifenoles.

Las emulsiones provenientes de los sistemas del ternario 2 fueron caracterizadas,
determinando la distribucién del tamafio de gota a través de la técnica de dispersion

dindmica de luz.

3.3.4. Distribucion de tamafio de gotas

En la Figura 3.10 se observan las gréficas de la curva de distribucion de tamafio de
gota para las nanoemulsiones provenientes del sistema 70 del ternario 2, en azul la
curva de la nanoemulsion O/W y en naranja la curva de la nanoemulsion
O/W/Polifenoles. Las gréficas de distribucion de tamafios de gotas de los demas

sistemas proveniente del ternario 2 son mostradas en el apéndice de este capitulo.
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Figura 3.10. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 70 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.

Los resultados obtenidos evidencian que, en todos los sistemas estudiados se
obtuvo tamafnos de gotas caracteristicos de nanoemulsiones. Los resultados para
las nanoemulsiones proveniente de los sistemas del ternario 2 son reportados en la
Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Diametro de tamafios de gotas de las nanoemulsiones formadas por
dilucion de determinaros sistemas provenientes del ternario 2 y las nanoemulsiones
provenientes de los mismos sistemas mas la adicién de los polifenoles, empleando

dispersion dinamica de luz.

Fases ) »
Diametro de gotas de | Diametro de gotas de
} presentes en i i
Sistema nanoemulsiones nanoemulsiones
las muestras .
) y O/W(nm) O/WI/Polifenoles (hm)
microemulsién

6 La/Hz /ME 27 -

7 La /ME 32 25
8 La /ME 49 32
9 La /B/IME 22 34
37 ME 24 24
38 La /ME 34 29
39 La /ME 46 42
40 La /ME 29 37
41 La /B/IME 28 68
42 ME 39 108
70 ME 25 22
7 La /ME 53 23
72 La /ME 71 32
73 La /ME 32 80

Los valores de diametro de gota reportados en la Tabla 3.3 corresponden al valor
de la moda, obtenido del maximo de la curva construida con los datos arrojados por
el equipo de dispersion dinamica de luz.

Los tamafos de gotas obtenidos por el método de dilucion de
microemulsiones/cristales liquidos, son valores que en su mayoria se encuentran
por debajo de 100 nm, indicando que las nanoemulsiones formuladas

O/W/Polifenoles, tienen el tamafio requerido para lograr el pasaje transdérmico.
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Esto favorece la incorporacién del componente bioactivos a través de la barrera de
la epidermis en la piel.

3.3.5. Apariencia de las nanoemulsiones

La mayoria de las nanoemulsiones O/W, presentaron una apariencia translucida
(como se observa en la Figuras 3.7 y 3.9), mientras que la mayoria de las
nanoemulsiones O/W/Polifenoles, aunque mostraron (en la mayoria de los casos)
una apariencia traslucida, por ser coloreadas result6 menos sencillo apreciarlas.
Estas caracteristicas macroscopicas, estan directamente relacionada con el tamafio
de las gotas y el contenido de fase aceite que contiene, o de compuestos activos
que sean coloreados, como en este caso los polifenoles. Estos resultados coinciden
con los valores sefalados en la literatura, donde relacionan el tamafio de gota con
la apariencia de la nanoemulsién 2. Las nanoemulsiones pueden ser claras o
translucidas, al poseer diametro de gotas menores a 50nm y pueden verse turbias
en un intervalo de 50nm a 200nm.

3.3.6. Comparacion entre los tamanos de gotas obtenidos en sistemas

provenientes de ambos ternarios

En este caso, las nanoemulsiones elaboradas a partir de sistemas de
microemulsiones/cristales liquidos que poseen cosurfactantes diferentes a los
empleados en los sistemas del ternario 1, presentaron resultados distintos. Los
valores de distribucién de diametro de gota en las emulsiones O/W, resultaron ser
un poco mas elevados entre 22 y 71 nm, mientras que en las nanoemulsiones
provenientes de los sistemas que poseen sec-butanol/pentanol presentaron un
diametro de gota entre 11 y 29 nm.

Segln un estudio realizado por Wooster y colaboradores 0%, |la presencia de
alcoholes en las nanoemulsiones favorece la disminucion de los tamafos de gota
de valores de 120 nm a 50 nm. Esto tendencia se evidencia en las nanoemulsiones
elaboradas a partir de los sistemas de ambos ternarios. Pero, la variacién de
alcoholes empleados también puede tener un efecto en la distribucion de los

tamanos de gotas.
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En el caso de las nanoemulsiones que poseen como cosurfactante la mezcla de
etanol/ propilenglicol (ternario 2), poseen un grupo oxidrilo adicional a la mezcla sec-
butanol/pentanol (ternario 1). Teniendo en cuenta, que los grupos oxidrilos
presentan una tendencia a asociarse con los grupos polioxietileno de la cabeza del
surfactante Tween 85, la presencia de un grupo oxidrilo adicional en el entorno de
solvatacién de los grupos POE de cabeza del surfactante, conduce a una posible
deshidratacion de las cadenas de POE. Y a medida que el grupo de cabeza de POE
se deshidrata mas, tiende a doblar la interfaz hacia la fase acuosa, es decir, una
curvatura espontanea menos positiva 6% Esto se veria traducido en un didametro de
gotas un poco mas grande.

De la misma manera que las nanoemulsiones O/W obtenidas a partir de los
sistemas del ternario 1, las emulsiones obtenidas de los sistemas del ternario 2,
mostraron una estabilidad en el tiempo superior a los 12 meses, tiempo en el cual
no se observd separacion de las fases o proceso de cremado. Viéndose afectadas
las nanoemulsiones soélo por un aumento de temperatura, pero de manera
reversible, al volver a su temperatura original, y luego de la incorporacion de las
fases, se vuelve a obtener las nanoemulsiones con la misma apariencia translucida,
indicando que mantienen un tamafo de gota a escala nanométrica.

En este caso, empleando las microemulsiones provenientes del sistema ternario 2,
se obtuvieron nanoemulsiones O/W/Polifenoles estables en el tiempo (superior a los
6 meses). Estas a pesar de tener una apariencia poco translucida, mas parecida a
las macroemulsiones, se obtuvieron tamafos de gotas pequefios, caracteristicos de
las nanoemulsiones. Este resultado diferente a las nanoemulsiones O/W/Polifenoles
provenientes del ternario 1, puede ser debida a la diferencia de los cosurfactantes.
Podria deberse a que a pesar de ser muy afines al agua el etanol y el propilenglicol,
las moléculas que no se trasladaron al agua debido al proceso de dilucién,
favorecieron la estabilizacién de las interfases de las gotas de nanoemulsiones.
Adicionalmente, debido a su estructura, y la presencia de dos grupos hidroxilos,

favorece también la interaccidn no solo con el surfactante, sino con las moléculas
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de flavonoides como la catequina, que poseen grupos hidroxilos en varias partes de
su estructura debido a la formacién de puentes de hidrogeno.

En este caso se presentaron sistema, en los cuales las nanoemulsiones
O/W/Polifenoles presentaron menor distribucion de tamafio de gota que las
nanoemulsiones O/W. Esta tendencia se presentdé en las nanoemulsiones
elaboradas a partir de sistemas microemulsién con concentraciones de fase
surfactante menor a 50%, independientemente de la relacion agua/aceite. Esto es
para las nanoemulsiones proveniente delos sistemas 6, 7, 8, 37, 38, 39, 70, 71y 72.
En estos casos, estos resultados pueden ser debido a la accion de los
cosurfactantes etanol y propilenglicol. Estos cosurfactantes presentan en su
estructura grupos oxidrilos que presentan interaccion con la cabeza etoxilada del
surfactante y con las moléculas de los flavanoles. A pesar de estar incorporando las
moléculas de flavanoles en la interfase de la gota, lo cual deberia generar un ligero
aumento del tamafio de la misma, se genera una disminucién de la distribucion de
tamano de particula. Esto podria deberse a que los cosurfactantes suman a la
interfase tres grupos oxidrilos, haciendo mayor la interaccién entre flavanoles,
Tween 85 y alcoholes, generando un mejor empaque en la capa de tensoactivos de
la interfase que recubre la gota de la emulsion.

Las nanoemulsiones con tamafios de gotas mas pequefos presentan mayor
estabilidad y resistencia a la floculacion y coalescencia (621,

3.3.7. Curvas de distribucion de tamaino de gota

Los resultados de la medicion por dispersion dinamica de luz, arrojaron diferentes
tipos de distribucidn que se encuentran en las emulsiones: unimodal de forma
estrecha o muy polidispersa, y bimodales que resultan de una mezcla de dos
emulsiones 631,

La forma de distribucion y sus cambios son informacion util sobre el proceso de
formacion de la emulsion o su evolucién. Por ejemplo, la presencia de dos modas
(nanoemulsiones provenientes de los sistemas del ternario 1: 8,9, 40,41, 73yla 7
cargada con polifenoles), una indicando un diametro de gotas menores a 100 nm vy

la otra alrededor de los 600 y 800 nm. Las segundas curvas presentes, de baja
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intensidad, puede ser originada por un proceso de crecimiento de gotas las gotas
debido a la floculacién y coalescencia de las gotas pequefias para formar gotas mas
grandes. Este fendmeno podria reflejarse en la formacion de dos distribuciones de
tamanos de gotas diferentes.

En el caso de las nanoemulsiones provenientes de los sistemas del ternario 2, las
graficas resultantes de la medicion de dispersion dinamica de luz, arrojaron curvas
de tipo bimodal, fueron las nanoemulsiones de los sistemas 8, 39, 40, 41,42, 71y
73. En estos casos la segunda curva se presentd con una intensidad muy baja, a
una distribucién de tamafno de gota alrededor de los 800 a 1000nm. Las segundas
curvas presentes, de baja intensidad, pueden ser debido a un proceso de
crecimiento de las gotas debido a la floculacion y coalescencia de las gotas
pequefias para formar gotas mas grandes.

Estos mismos sistemas cargados con polifenoles, no mostraron la presencia de una
segunda curva, es decir, arrojaron una curva unimodal, pudiendo esto ser debido a
la presencia de los flavanoles en las interfases de las gotas, favoreciendo la
estabilidad de la gota. Las curvas de las nanoemulsiones cargadas con polifenoles,
en su mayoria fueron unimodal de baja polidispersidad. Las graficas construidas de
los resultados de las mediciones de las nanoemulsiones, por dispersion dinamica

de luz se muestran en el apéndice de este capitulo.

3.3.8. Mecanismo de formacion de nanoemulsiones

La formacion de nanoemulsiones por dilucion de microemulsiones y/o cristales
liquidos pudo ocurrir a través de tres vias. La primera por medio de la
autoemulsionacién, como lo sugiere Solé 61 la cual es debida a la difusion del
alcohol en la interfase de las gotas O/W, hacia el agua tras el proceso de dilucién.

Como consecuencia, la microemulsién, ahora es termodinamicamente inestable, ya
que la concentracion de tensoactivo no es lo suficientemente alta, como para
mantener la tension interfacial muy baja requerida (y<10-2 N « m™') para la estabilidad
termodinamica, convirtiéndose en una nanoemulsién (Figura 3.11) 61, Esto pudo

ocurrir en los sistemas 70, 71y 72 del ternario 1 y los sistemas 70, 71, 72 y 73 del
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ternario 2, las cuales son microemulsiones formuladas con una relacion de agua

superior a la de aceite, tratandose de emulsiones O/W.

Microemulsién O/W Nanoemulsiéon O/W

Figura 3.11. Representacion esqueméatica del mecanismo propuesto para la
autoemulsionacion por dilucién de una microemulsiéon O / W: por dilucién con agua,
el cosurfactante difunde de la interfase aceite / agua a la fase acuosa. Modificado
de Solans [10],

Otro mecanismo posible es a través de la inversion de fase por cambio en la
composicidon del sistema. En el cual, el sistema inicial, es una microemulsién de
agua en aceite W/O, cuando se agrega agua progresivamente para formar una
nanoemulsién O / W, a medida que aumenta la fraccién de volumen de agua, el
grado de hidratacion de las cadenas de Oxido de etileno del surfactante etoxilado
Tween 85, también va aumentando progresivamente. Por lo tanto, la curvatura
espontanea del tensoactivo cambia a cero, convirtiéndose en una estructura del tipo
lamelar o bicontinua, como es sugerido por Solé 1% 61 Asi, con la continua adicién
de agua, superando la composicion de aceite, ocurre la desestabilizacion del

sistema lamelar, generando nuevamente la formacién de una curvatura, en este
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caso para formar gotas de aceite en agua, debido a que el agua se encuentra en
una proporcion mayor.

Esto pudo ocurrir en los sistemas 6, 7, 8 y 9 de los ternarios 1 y 2, las cuales son
microemulsiones formuladas con una relacion de aceite superior a la del agua,
tratdndose de emulsiones W/O.

Adicionalmente, la formacion de gotas de aceite en agua, puede ocurrir a partir de
sistemas lamelares o bicontinuas, sin que ocurra una inversion de fase. Esto es
debido a que, en la mayoria de los sistemas, estan presentes estructuras lamelares,
bien sea por la formacion de los cristales liquidos (en sistemas entre 20 y 50 %
surfactante), como por la formacién de microemulsiones bicontinuas en los sistemas
de composicion superior al 50% surfactante, en ambos sistemas ternarios

estudiados. Esto se representa en la Figura 3.12.

Curvatura cero Curvatura positiva

Microemulsién Bicontinua / Nanoemulsion O/W
Cristal liquido lamelar

Figura 3.12. Representacion esquematica de la formacion de nanoemulsiones por
el método de dilucién de una estructura de curvatura cero. Basado en el modelo de

Solans 0],

183



Los tamanos de gotas obtenidos a partir de los sistemas microemulsiones/cristales
liquidos estudiados de los dos ternarios, sugieren que se puede obtienen
nanoemulsiones, con una distribucion de tamafio de gota con un intervalo entre 20

y 100 nm, independientemente de la composicion de la microemulsion.

3.3.9. Polifenoles en las interfases

La aplicacion comercial potencialmente importante de las nanoemulsiones es
encapsular agentes bioactivos, no sélo hidréfobos o hidréfilos, sino también
anfifilicos, como en el caso de los polifenoles, especificamente de las moléculas tipo
catequinas 7], Esas moléculas encapsuladas pueden localizarse principalmente
dentro de la capa de estabilizacién externa (capa enriquecida con bioactivo), es
decir, la interfase o capa tensoactiva de la gota, con implicaciones significativas en

su comportamiento en el producto.

La incorporacion del extracto de polifenoles se realizé6 de manera completa en la
formulacién, no se observd separacion de fases excedentes. Los polifenoles,
particularmente las moléculas tipo catequinas, tienen actividad interfacial, como lo
indica Reitzer %4, Por lo tanto, se sugiere que gran parte de los polifenoles pueden
estar estabilizando las gotas de las nanoemulsiones, por ubicarse en las interfases

de las gotas, mejorando o favoreciendo la estabilidad de dichas emulsiones.

Los polifenoles pueden comportarse como anfifilos, segun su estructura o pueden
modificar el balance hidrofilico / hidrofébico de las moléculas con las que
interactuan. Esto se evidencia en los resultados reportados en el capitulo 1. Donde
se presenta una disminucién de tensién superficial del agua en 17,3 unidades de

tensioén, en relacion a una solucién acuosa al 1 % v/v de extracto polifendlico.

En la Figura 3.13 se observa la estructura de la catequina y galato de
epigalocatequina, modeladas computacionalmente para obtener el disefio de una
estructura de energia minimizada, resultando una superficie conica %6 %71, Las
partes rojas, indican los lugares donde se encuentran los atomos de oxigeno y las
partes blancas, donde se encuentran los atomos de hidrogeno. Estos puntos

184



representan, la parte hidrofilica de la molécula, y la parte disponible para formar
puentes de hidrogeno con otras estructuras. Especificamente, la catequina posee
cinco grupos funcionales OH, estos pueden actuar como donantes / aceptores de
enlaces de hidrogeno con diferentes moléculas, como, por ejemplo, en el caso de
las macroestructura del colageno *71. En esta interaccion, se forman complejos entre
triple hélice de coldgeno y la catequina a traves de enlaces de hidrégeno (mediante
los grupos hidroxilo, el grupo carboxilo, el grupo amino y el grupo amida de la
cadena lateral de los aminoacidos (considerados los potenciales sitios de

interaccion para la formacion de enlaces de hidrogeno).

De la misma manera, se sugiere que estos grupos funcionales de la catequina,
formen enlaces de hidrogeno en la interfase, con las moléculas de surfactante y
cosurfactante. En el caso del surfactante Tween 85, los potenciales sitios de
interaccion para la formacion de enlaces de hidrogeno, serian los grupos de 6xido
de etileno en la cabeza del surfactante. Y en caso de los cosurfactantes, serian los

grupos OH de los alcoholes etanol y propilenglicol.
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Figura 3.13. Superficie cbénica de energia minimizada de la estructura de la

catequina (A) y galato de epigalocatequina (B) [56. 571,

Ademas, Se ha demostrado que las propiedades biolégicas de los polifenoles se
conservan en su mayoria tras su inmovilizacion en las interfases. Por lo tanto,
pueden ser empleados en biomateriales que liberan polifenoles en el area

circundante que les permite difundirse en los tejidos 641,

3.3.10. Formulacién de un producto cosmético

Debido a los resultados favorables obtenidos en la formaciéon de nanoemulsiones
O/W/Polifenoles, con los sistemas provenientes del ternario 2, se procedio a
elaborar el producto cosmeético, partiendo de un sistema compuesto de surfactante
Tween 85, aceite mineral, empleando como cosurfactantes etanol y propilenglicol,

que ademas de cosurfactante, el propilenglicol tiene funciones emolientes.

Fue seleccionado el sistema 37 del ternario 2, debido a su bajo tamafio de gotas,
24 nm, tanto en nanoemulsiones O/W como en nanoemulsiones O/W/polifenoles,
ademas de que se trata de una microemulsion de bajo contenido de surfactante (20
%) (Figura 3.14).

Producto
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Figura 3.14. Nanoemulsiones elaboradas por el método de dilucion de
microemulsiones/ cristales liquidos. a) Nanoemulsion proveniente del sistema 37
(20% surf / 50% W/O) diluido con agua y la adicién del extracto de polifenoles. b)

Producto formulado proveniente del sistema 37.

3.3.11. Caracterizacion del producto nanoemulsion

e Medicién de distribuciéon de tamaino de gotas

El producto formulado, elaborado a través de la dilucion de la microemulsion,
presentd una distribucidn de tamafno de gota de baja polidispersidad en una curva

unimodal, donde la moda resulté ser de 25 nm. (Figura3.15).
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Figura 3.15. Grafica de la curva de distribucion de tamafio de gota para la
nanoemulsién proveniente del sistema 37 del ternario 2, elaborado como producto

cosmeético.

Este bajo valor de tamafos de gota, podria favorecer el pasaje transdérmico de los
polifenoles ubicados en la interfase de la gota. Asi, podria lograrse la accion de los
polifenoles en la dermis, donde se encuentran los tipos de colageno que se ven
favorecidos por la accion de los flavonoides del cacao. Ocurriendo el pasaje
transdérmico a través de las diferentes vias posibles para que las moléculas

penetren a través de la barrera cutanea.

e Viscosidad del producto

La segunda influencia, y a menudo la mas importante, se debe a la presencia de
fase interna. Si la fraccion de la fase interna es menor a 0,02, se trata de una
emulsion diluida y el comportamiento de las gotas internas es diferente. En este
caso, la fraccion de fase interna en la emulsion es de 0,14, por lo tanto, no puede
considerarse diluida. Sin embargo, segun la grafica 3.16, analizada de Salager 63
en la cual indica la variacion tipica de la viscosidad de una emulsiéon O / W frente a
la cantidad de fase interna, la viscosidad relativa de la emulsion debe tener un valor

por debajo de 2.
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Extra viscous oil (12.000 cP)

Ethoxylated alcohol (7 EOQ)
shear rate 285 sec -1
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Figura 3.16. Variacion tipica de la viscosidad de una emulsion O / W frente a la

cantidad de fase interna [©3l,

Es por ello que, al tratarse una emulsién de bajo contenido interno de fase oleosa,

la viscosidad no deberia presentar valores elevados.

e Medicién de pH al producto

Ademas de la distribucion de tamafio de gota, a esta formulacion se le determiné el
pH, resultando ser de 5 a 27 °C. Este pH es favorable, ya que la piel tiene un
intervalo de pH 4 a 6 42,
e Morfologia de la nanoemulsién

Se determind el tipo de la emulsion, esto es esencialmente equivalente para
determinar la fase externa de la emulsién. La gota de la emulsion se coloc6 sobre
agua y se observé de inmediato su rapida dispersion en el medio. Indicando que su
fase externa esta conformada por la fase acuosa, es decir, es una emulsion del tipo

aceite en agua (O / W).
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e Mediciéon de conductividad al producto

La fraccion de volumen de fase dispersa de una nanoemulsion se puede determinar
midiendo su conductividad eléctrica, debido a las diferencias en la conductividad
eléctrica de agua y aceite 6. La nanoemulsion se puedo medir usando una simple
celda de conductividad, ya que esta técnica se puede usar con emulsiones
oOpticamente opacas sin la necesidad de ninguna preparacion de muestra.

El resultado fue de 2,66 us/cm a 27, 3 °C (temperatura ambiente en el laboratorio).
Este resultado es coherente, ya que se esta midiendo la conductividad de la fase
externa de la emulsion, la cual es agua con una cantidad disuelta de cloruro de sodio

proveniente de la microemulsion empleada para elaborar la nanoemulsion.

e Caracteristicas del producto

Debido a las caracteristicas del producto, pocos ingredientes, fase externa agua,
ligero y poco viscoso puede ser considerado un producto tipo suero, ya que presenta

caracteristicas de facil absorcion a la piel y componentes bioactivos.

Ademas de poseer el propilenglicol, el cual tiene la accion emoliente, es decir,
suaviza y aumenta el grado de humedad en la piel, siendo ampliamente empleado
en formulaciones humectantes. También puede verse como colaborador de
formulacion para reducir el tamafo de las gotas y la transparencia del producto-

formula durante el proceso de homogeneizacion 371,

La incorporacién del extracto polifendlico como ingrediente bioactivo, favorece la
formulaciéon, ya que adicionalmente a todas las propiedades antioxidantes
mencionadas, es bien sabido que los polifenoles del cacao, presentan actividad
antibacteriana de amplio espectro (Gram + y Gram - bacterias), asi como
propiedades antivirales 671 y anti fungicas 68 Pudiéndose evitar la incorporacion de

conservantes en proporciones importantes.

Los agentes antimicrobianos comunmente empleados, tienen como funcién prevenir
la actividad microbiana, inhibiendo y destruyendo a los gérmenes, microbios vy

bacterias que deterioran o alteran la fase acuosa. EI maximo permisible en
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productos cosméticos es de 0,4 % 9. Este producto podria ser sustituido por los

polifenoles, los cuales se encuentran en la formulacion en una concentracion de

0,78 % vlv.

Adicionalmente, en una nanoemulsion aumenta la estabilidad de almacenamiento

de catequinas facilmente degradables y la encapsulacion de moléculas bioactivas

también contribuye a su permeacion, mejorando significativamente los mecanismos

de transporte pasivo a través de las membranas celulares 79,

El producto formulado posee diversas ventajas, a continuacion, se mencionan

algunas de ellas:

v

Al disminuir la cantidad de ingredientes en la formulacion se ve
reflejado en los costos de la produccidon de manera positiva.

Hay una mayor disponibilidad del ingrediente activo.

Debido a que es un producto formulado para hacer pasaje
transdérmico, una menor cantidad de ingredientes evitaria posibles
reacciones o rechazo de la piel.

Reduce la posibilidad de incompatibilidad con otros ingredientes.

Es un producto base, sobre el cual se puede reformular, adicionando
algun ingrediente adicional para obtener distintas aplicaciones.

Al ser formulado con un solo tipo de surfactante (Tween 85) me
permite modular las diferentes asociaciones anfifilicas con adicién de
otro tipo de surfactante, con el cual exista compatibilidad. Esto
permitiria variar el HLB de la formulacion y con ello generar

estructuras o asociacidon con una curvatura diferente.

3.4. CONCLUSIONES

v' Se obtienen nanoemulsiones O/W y O/W/Polifenoles a través de la dilucién

de microemulsiones y/o cristales liquidos lamelares, conformados por Tween

85/Aceite mineral/Agua-NaCl/etanol-propilenglicol y Tween 85/Aceite

mineral/Agua-NaCl/sec-butanol/pentanol.
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Los valores de distribucion de diametro de gotas, en las nanoemulsiones
elaboradas a partir de microemulsiones/cristales liquidos conformadas por
Tween 85/Aceite mineral/Agua-NaCl/etanol-propilenglicol, resultaron en un
intervalo entre 22 y 71 nm, mientras que en las nanoemulsiones provenientes
de los sistemas: Tween 85/Aceite mineral/Agua-NaCl/sec-butanol/pentanol
presentaron un diametro de gota entre 11y 29 nm.

Las nanoemulsiones O/W obtenidas de los sistemas ternario 1 y 2, mostraron
una estabilidad en el tiempo superior a los 12 meses, tiempo en el cual no se
observo separacion de las fases o proceso de cremado. Viéndose afectadas
las nanoemulsiones sélo por un aumento de temperatura, pero de manera
reversible.

Las nanoemulsiones O/W/Polifenoles obtenidas de los sistemas ternario 1y
2, mostraron una estabilidad en el tiempo superior a los 6 meses. Estas a
pesar de tener una apariencia poco translucida, se obtuvieron tamafos de
gotas pequefios, caracteristicos de las nanoemulsiones.

Los cosurfactantes empleados en las microemulsiones/cristales liquidos,
afectan los tamafios de gotas de las nanoemulsiones O/W/Polifenoles,
elaboradas por dilucion de ME/cristales liquidos.

Las nanoemulsiones O/W formuladas a través de microemulsiones/cristales
liquidos, son una excelente forma de encapsular compuestos para distintas
aplicaciones, donde se requiera transportar un compuesto activo a través de
gotas de didmetros nanométricos.

Se elaboré una nanoemulsion O/W/Polifenoles, como posible producto
cosmeético, con caracteristicas similares a un producto tipo suero, con un
diametro de gota de 25 nm como moda, empleando pocos ingredientes.

Las nanoemulsiones O/W/Polifenoles obtenidas independientes de su
sistema de origen, podrian favorecer el pasaje transdérmico de los

polifenoles ubicados en la interfase de la gota, a través de la barrera cutanea.
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3.5.

Se sugiere que las moléculas de polifenoles, debido a su estructura anfipatica
y su actividad interfacial, sean incorporadas en la nanoemulsion, en la
interfase de las gotas.

Se sugiere que los grupos OH de la catequina, formen enlaces de hidrégeno
en la interfase, con las moléculas de surfactante Tween 85, y los
cosurfactante, A través de los grupos de éxido de etileno en la cabeza del

surfactante, Y los grupos OH de los cosurfactantes.
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APENDICE

CAPITULO 1

Calculo de la desviacion estandar para los resultados obtenidos a partir de la
curva de calibracion empleada en el HPLC (concentracion de (-)-epicatequina vs
area), para la determinacion de concentracion de (-)-epicatequina en las muestras
analizadas. Empleando el método de minimos cuadrados

EC: (-)-epicatequina

DETERMINACION DE EPICATEQUINA

7000

6000 y =59,84x
R%?=0,9997

5000

4000

Area

3000

2000

1000

a0 60 80 100 120
Concentracion de Epicatequina (mg/kg)

Figura Al. Curva de calibracion para la determinacion de (-)-epicatequina en

extracto de cacao

Ziz
S — 2 _ =2
XX EXl N

Yyi?

N
Yxiyyi
N

Syy = Yyi* —

Sxy = Yxiyi —

Siendo N el nimero de puntos utilizados.

La pendiente m se obtiene a partir de, m = z—z
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Desviacion estandar alrededor de la regresion, Sr:

o = Syy — m2Sxx
Tl N2

Finalmente, la desviacién estandar para los resultados obtenidos a partir de la curva

de calibracion

2

S _Srjl L1, (e-y)
T mAM TN T Tmzsxx

Para la concentracion de la muestra del extracto del cacao Canoabo

S 4Qo1agj1 1 (1264,6508 — 2369,8142)°
=

= 60,318043 75 T (60,3180)% » 8018,8241

Sc=06

Determinacién del contenido de (-)-epicatequina en el extracto alcohdlico para
el cacao de las diferentes zonas en la 1era extraccion

» Canoabo
Concentracion: 211,3 + 0,6 mg/kg
Densidad del extracto: 0,950 + 0,004 g/mL
Volumen del extracto: 10,000 + 0,025 mL

211,3mg y 1kg y 0,950 g
kg 1000g mL

X 10,00 mL = 2,0074 mg

Desviacion estandar

ol
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Sy ( 0,6 )2+(0,004>2 +<o,025 )2 o0 — 001
2,0074mg _ (\211,3 0,950 10,000 y=5uuimy

Determinacion del contenido de (-)-epicatequina en el extracto alcohdlico para
el cacao Canoabo en la 2da extraccion

El contenido de (-)-epicatequina en 10 mL del extracto alcohdlico, de concentracion
1.434,4 * 0,6 mg EC/kg, proveniente de una masa de 47,5871 + 0,0001 g del cacao

Canoabo en una segunda extraccién es 13,6 * 0,3 mg de EC

Determinacién del porcentaje en masa de (-)-epicatequina en la masa de cada

una de las muestras de cacao

masa de EC g
% de EC = * 100
masa de cacao g

Determinacion del contenido de (-)-epicatequina en la muestra de cacao
Masa de (-)-epicatequina en el extracto: 13,6 mg
Masa de cacao: 47,5871 + 0,0001g

masa de EC g

Contenido de EC =
masa de cacao g

Contenido de EC = 0,3 + 0,2 mg EC/g cacao

Determinacion del porcentaje en masa de (-)-epicatequina en la masa del
extracto de polifenoles del cacao Canoabo
Masa del extracto polifendlico, sin solvente: 3,4802 g

Masa de (-)-epicatequina en el extracto: 13,6 mg

masa de EC g
% de EC = * 100
masa de extracto g
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% de EC = 0,4%

Determinacién del porcentaje en masa de polifenoles extraidos de cacao
Canoabo

Canoabo (2da extraccién): proveniente de una masa de 47,5871 £ 0,0001 g del
cacao Canoabo

Masa del extracto polifendlico (EP), sin solvente: 3,4802 + 0,0001g

Masa de cacao: 47,5871 + 0,0001g

masa de EP g

% de Polifenoles = masa de extracto g * 100

% de Polifenoles =7,31g/g £ 0,03 %

Determinacién del porcentaje de polifenoles extraidos de cacao Canoabo en

un volumen de extraccion de 10 mL

% de Polifenoles =21 g/mL £+ 2%

Calculo de la desviacidon estandar para los resultados obtenidos a partir de la
curva de calibracion empleada en el UV visible (concentracion de (-)-
epicatequina vs absorbancia), para la determinacion de concentracion de (-)-
epicatequina en las muestras analizadas. Empleando el método de minimos

cuadrados, tal como se realizd con la curva de calibracion para HPLC.
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CURVA CALIBRACION DETERMINACION DE FLAVONOIDES

07

y =0,0308x
oe RZ=0,999

= = =
W = n

Absorbancia a 510 nm

=]

01

o 5 10 15 20

Concentracion de Epicatequina (mg/L)

Figura A2. Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides en extracto de

cacao Canoabo

Para la concentracion de la muestra del extracto del cacao Canoabo
Sc=20,3

Por lo tanto, el contenido de flavonoides para la muestra de Canoabo es 7.792,2 +
0,3 mg/L.
Determinacién del porcentaje en masa de flavonoides extraidos de cacao
Canoabo

En 10 mL hay 77,9 £+ 0,2 mg de flavonoides del cacao Canoabo
Masa del extracto polifendlico (EP), sin solvente: 3,4802 + 0,0001g

masa de Flavonoides g
* 100

% de Flavonoides =
masa de extracto g
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% de Flavonoides =2 % g/g

APENDICE CAPITULO 3

Cantidad de extracto polifendlico (EP) necesaria para la elaboracion de

nanoemulsiones (NE) O/W/Polifenoles.

% de Polifenoles = 21 g/mL + 2 % en 10 mL de extracto

V de extracto polifendlico (EP) necesario para elaborar 5 mL de una nanoemulsién
de 0,78 % de extracto polifendlico, partiendo de un extracto con una concentracion
de 21%+2 % polifenoles.

V=0,18 £ 0,02 mL

Graficas construidas a partir de los valores obtenidos del equipo de dispersion
dinamica de luz.
Nanoemulsiones O/W y O/W/Polifenoles, provenientes de los sistemas del

ternario 1
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Figura A3. Grafica de la curva de distribucion de tamafo de gota para la

nanoemulsién proveniente del sistema 6 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A4. Gréaficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las

nanoemulsiones provenientes del

sistema 7 del ternario 1.

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A5. Graficas de la curva de distribucién de tamafio de gota para las

nanoemulsiones provenientes del

sistema 8 del ternario 1.

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A6. Grafica de la curva de distribucion de tamafo de gota para la

nanoemulsién proveniente del sistema 9 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A7. Grafica de la curva de distribucion de tamafio de gota para la

nanoemulsiéon proveniente del sistema 37 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A8. Grafica de la curva de distribucion de tamafio de gota para la
nanoemulsién proveniente del sistema 38 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A9. Grafica de la curva de distribucion de tamafo de gota para la

nanoemulsiéon proveniente del sistema 40 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A10. Grafica de la curva de distribucion de tamano de gota para la
nanoemulsiéon proveniente del sistema 41 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.

o
o

e
=3
-]

SistemaT1- 42W

o
o
@

N

Intensidad relativa
e o e e e
e g @ & =1

e
o
5]
@

e
o
b=

e e R

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Distribucién de tamafio (nm)

o
=]
=]
O ewv—v—o

Figura A11. Grafica de la curva de distribucion de tamano de gota para la
nanoemulsiéon proveniente del sistema 42 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A12. Grafica de la curva de distribucion de tamafo de gota para la
nanoemulsiéon proveniente del sistema 70 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsion
O/W.
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Figura A13. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 71 del ternario 1. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A14. Graficas de la curva de distribucion de tamafio de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 72 del ternario 1. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A14. Grafica de la curva de distribucion de tamano de gota para la
nanoemulsion proveniente del sistema 73 del ternario 1. Curva azul: nanoemulsién
O/W.
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Figura A16. Grafica de la curva de distribucion de tamano de gota para la

nanoemulsién proveniente del sistema 6 del ternario 2. Curva azul: nanoemulsién
O/W.
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Figura A17. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 7 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A18. Graficas de la curva de distribuciéon de tamafo de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 8 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A19. Graficas de la curva de distribucién de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 9 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A20. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 37 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A21. Gréaficas de la curva de distribuciéon de tamafo de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 38 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A22. Gréaficas de la curva de distribuciéon de tamafo de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 39 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsién O/W/Polifenoles.
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Figura A23. Graficas de la curva de distribucion de tamafio de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 40 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A24. Graficas de la curva de distribucion de tamafio de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 41 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsién O/W/Polifenoles.
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Figura A25. Gréaficas de la curva de distribucién de tamafo de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 42 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A26. Graficas de la curva de distribuciéon de tamafo de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 71 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.
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Figura A27. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 72 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsion O/W/Polifenoles.

223



0,20

0,18 M SistemaT2-73 W

Nanoemulsion O/W/Polifencles

Intensidad relativa

o
o
)

e
=}
&
—a

=]
°
&
w
N -
—— -

o1 Nanoemulsién O/W

|
K

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Distribucién de tamafio (nm)

0,00

Figura A28. Graficas de la curva de distribucion de tamano de gota para las
nanoemulsiones provenientes del sistema 73 del ternario 2. Curva azul:

nanoemulsién O/W, curva naranja: nanoemulsién O/W/Polifenoles.
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