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“Todos los cambios vienen acompanados
de una fuerte sacudida.

No es el fin del mundo,

es el inicio de uno nuevo”



Todos recordamos nuestras vacaciones de dos meses cuando estdbamos en el colegio o en la
universidad, cuando volviamos a clases, cuando habia que volver a estudiar costaba retomar el
ritmo, parecia como si no hubiésemos estudiado en afios, pero habian sido unas ricas y merecidas
vacaciones. ¢Qué pasaria si esos meses hubiesen sido realmente afios, y en lugar de unas

entretenidas vacaciones hubiese sido un black out?

Un black out so6lo en tu casa. Tus vecinos siguen con luz, pero en la tuya no hay y nadie sabe
por qué. Te preguntas; ¢si tu casa es tan solida como las demés e hiciste todo lo que se supone

que debias hacer para mantenerlas? ¢Porque se fue la luz?

Al parecer las bases no eran tan sélidas y el circuito eléctrico necesitaba mantencion, pero
estabas tan ocupado con otros asuntos que lo postergaste hasta que no se pudo mas. Se quemaron
los fusibles dejandote a oscuras; fue tanto tiempo que pasé en ese estado que hasta los sistemas
de emergencia ya habian colapsado. Intentaste que los demas no se enteraran, fingiendo que

nada pasaba, pero fue alin mas agotador.

Cuando la oscuridad de tu casa ya fue evidente, todos buscaron un culpable, alguien a quien
responsabilizar por el desastre. Pero el culpable no era nadie mas que ta mismo.

En medio de esa oscuridad desconocias tu casa, se hizo ain mas grande hasta sentirte perdido.
Ya no encontrabas tus cajas con buenos recuerdos, tus archivos con todo lo que habias

aprendido, por todo lo que habias trabajado... se perdieron.

Era la misma casa, pero en la oscuridad todo parecia mas cadtico, mas grande, todo se hacia
mas dificil, aun cuando intentabas caminar a ciegas segun lo que recordabas, te tropezabas como

si todo hubiese cambiado de lugar.

Emergen de las sombras, los fantasmas y los miedos, se convierten en monstruos gigantes
que no dejan en paz. Intentas, sigues tratando con los viejos esquemas, pero ya no consigues
resultados, ya nada genera lo mismo, lo que conocias y te angustias. Tus vecinos, tu familia,
tus amigos intentan ayudarte, tratan de darte de su propia luz, pero no es suficiente. Algunos te
dicen que solo td puedes ayudarte, que es cuestion de fuerza de voluntad, pero tu sientes que lo
has intentado todo, tampoco quisieras estar asi pero ya nada tiene sentido. La mayoria no lo



entiende y saldra de tu vida, pero otros, se quedaran y te acompafiaran en silencio mientras dure

la oscuridad.

Cuando te has dado cuenta de que lo conocido ya no lo es, cuando lo que existe ya no sirve,
y que la Unica forma de arreglar todo, es demoler todo para volver a comenzar, es ahi cuando

empieza a aclarar.

Poco a poco vas a construir nuevamente tu casa, esta vez con cimientos mas solidos,
organizaras todo de nuevo, con un nuevo orden, e iras encontrando tus cajas de buenos recuerdos

y emociones, incluso nuevos.

Sales del black out, los monstruos ya no son tan gigantes, ahora ya los conoces, aln asustan
un poco pero no les temes ni te paralizan, ahora convives con ellos. Empiezas a recuperar la
tranquilidad y el orden de tu casa, asumes los costos que provoco este black out en tu vida y los

vas saldando poco a poco.

Finalmente, s6lo queda una caja, la cual no habias podido abrir y permanecia bloqueada, por
mas que lo intentabas, incluso ya causaba rechazo intentarlo, todo lo que alguna vez estudiaste
permanecia en esa caja, lo que en algin momento fue todo tu mundo estaba ahi, uno de tus
suefios. Si, porque también fue tu suefio, pero gracias a que estuvo bloqueada pudiste descubrir

otras cajas con otros talentos y que hoy son parte de ti.

Egresé en diciembre del afio 2013, pero el 19 de octubre del 2015 comenz6 mi black out...
y hoy al fin encontré la llave de esa caja, después de afios sin estudiar, hoy me reencuentro con
mi carrera, hoy se cumple uno de mis suefios, y en éstas paginas se escribe el final de un capitulo
en mi vida, para empezar uno nuevo, y poder decir que soy Quimico Farmacéutico de la
Universidad de Chile.
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I11. RESUMEN

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables, debido al exceso de energia
libre asociada al aumento de superficie durante la formacién de los gldbulos de la fase interna,
estos tienden a la coalescencia lo que ocasionara finalmente la separacion del sistema. Para
prolongar la estabilidad fisica de las emulsiones se utilizan diferentes sistemas, entre estos se ha
estudiado el uso de nanoparticulas (NPs). Por otra parte, las NPs pueden actuar como vehiculo

de flavonoides y otorgar un mejor rendimiento en términos de actividad antioxidante.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la capacidad de las nanoparticulas mesoporosas de
silice con la superficie modificada con grupo amino, para estabilizar fisicamente una emulsion.
Ademas de evaluar de manera preliminar su capacidad de otorgar estabilidad quimica a la

emulsion cuando se adsorbe un flavonoide en su superficie.

Para realizar lo anterior, se sintetizaron nanoparticulas mesoporosas de silice
superficialmente modificadas con grupo amino. Mediante experimentos tipo Batch, se
obtuvieron nanoparticulas con morina adsorbida, las cuales fueron caracterizadas midiendo el
tamano, distribucién y potencial zeta. Para evaluar la capacidad de las nanoparticulas para
estabilizar emulsiones, se prepararon emulsiones con y sin tensoactivos a diferentes
concentraciones, comparando la distribucion y el tamafio de glébulo obtenido respectivamente,
y la estabilidad de las fracciones emulsificadas. Para evaluar la capacidad de otorgar mayor
estabilidad quimica a una emulsion con vitamina E, estas se sometieron a una degradacion

forzada con peroxido de hidrogeno, para posteriormente ser cuantificada mediante HPLC.

Los resultados mostraron que no se logra una estabilidad razonable al utilizar Gnicamente
nanoparticulas mesoporosas superficialmente modificadas con grupo amino como emulgente.
Se logra un efecto sinérgico en la estabilizacion de un sistema bifasico, al utilizar tensoactivos
y nanoparticulas, a una concentracion apropiada que permite la formacién de una monocapa
alrededor de la superficie de las nanoparticulas. El estudio preliminar para evaluar la capacidad
de otorgar estabilidad quimica a una emulsion reveld resultados promisorios dado que muestran

un efecto protector frente a la degradacion de la vitamina E contenida en el glébulo.
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V. SUMMARY

EMULSIONS O/W STABILIZED BY SILICA NANOPARTICLES WITH
FLAVONOID ADSORBED

Emulsions are thermodynamically unstable systems, due to the excess of free energy
associated with the increase of surface during the formation of the globules of the internal phase,
these tend to coalescence which will eventually cause the separation of the system. Diverse
systems are used to prolong the physical stability of the emulsions among these the use of
nanoparticles (NPs) has been studied. Furthermore, NPs can act as a vehicle for flavonoids and
provide better performance in terms of antioxidant activity.

The objective of this work was to study the capacity of mesoporous silica nanoparticles with
modified surface by amino group, to physically stabilize an emulsion. In addition to evaluating
in a preliminary way its capacity to grant chemical stability to the emulsion when a flavonoid is

adsorbed on its surface.

In order to carry out the procedure, mesoporous silica nanoparticles superficially modified
with amino group were synthesized. By means of Batch experiments, nanoparticles with
adsorbed morin were obtained, which were characterized by measuring the size, distribution and
zeta potential. Emulsions with and without surfactants were prepared at different concentrations,
comparing the distribution and globule size obtained respectively, and the stability of the
emulsified fractions to evaluate the ability of nanoparticles to stabilize emulsions. So as to
evaluate the ability to give greater chemical stability to an emulsion with vitamin E, these were
subjected to a forced degradation with hydrogen peroxide, to be later quantified by HPLC.

The results showed that reasonable stability is not achieved by using only mesoporous
nanoparticles superficially modified with amino group as emulsifier. A synergistic effect is
achieved in the stabilization of a biphasic system, by using surfactants and nanoparticles, at an
appropriate concentration that allows the formation of a monolayer around the surface of the
nanoparticles. The preliminary study to assess the ability to give chemical stability to an
emulsion revealed promising results since they show a protective effect against the degradation

of vitamin E contained in the globule.
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1. INTRODUCCION

Una emulsion se define como un sistema disperso, constituido por una mezcla de dos o0 méas
liquidos inmiscibles entre si, donde una de estas fases se encuentra distribuida en forma de
gldbulos en el seno de la otra, denominandose fase interna (dispersa o discontinua) y fase externa
(dispersante o continua), respectivamente.?> Desde el punto de vista termodinamico, las
emulsiones son sistemas inestables, ya que la reduccion del area interfacial por coalescencia es
un proceso favorable que ocurre rdpidamente. Sin embargo, desde el punto de vista farmacéutico
y cosmético, se considera estable, cuando los glébulos mantienen su tamafio y forma esférica
permaneciendo uniformemente distribuidos en la fase continua durante un periodo de tiempo
razonable, suficiente para su almacenamiento y uso.® Para aumentar la estabilidad
termodindmica de esta dispersion de glébulos, se agrega un tercer agente, denominado
emulsionante, el cual actia mediante la formacion de una pelicula alrededor de los globulos de
la fase dispersa.

La mayoria de las emulsiones farmacéuticas y cosméticas incluyen agua o una disolucion
acuosa, y aceite o una disolucion organica.> 2 Que se disperse la fase acuosa o la oleosa depende
principalmente del agente emulsionante que se emplee y de las cantidades relativas de las dos
fases. Una emulsion en la cual el aceite esta disperso como globulos en toda la fase acuosa se
denomina emulsion aceite en agua (o/w). Cuando el agua es la fase dispersa y el aceite es la fase
continua, la emulsién es del tipo agua en aceite (w/0). Ademas de estos dos tipos, existen
emulsiones relativamente complejas, llamadas emulsiones multiples, que son del tipo w/o/w u
o/w/o. Estas se emplean segun el efecto y la finalidad deseada.* El tamafio de las particulas de
la fase dispersa determina la apariencia de una emulsion, entre otras propiedades, el cual oscila
habitualmente de 0,1 a 100 um, otorgando para las macroemulsiones un aspecto opaco,
usualmente blanco debido a su mayor tamafio.® Estos sistemas son denominados genéricamente
emulsiones, los cuales se subdividen en macroemulsiones, microemulsiones y nanoemulsiones,
en funcion del tamafio de las particulas de la fase dispersa.?

Las emulsiones son ampliamente usadas en preparaciones farmacéuticas y cosmeéticas,
otorgando multiples ventajas, aumentando la capacidad de dispersion de los componentes, es

posible enmascarar sabores y olores desagradables y asi aumentar la tolerancia del paciente,
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pueden proveer un medio para entregar farmacos poco solubles por via enteral y parenteral,
aumentando la absorcion o la biodisponibilidad de éstos. Asi también, las emulsiones tienen una
importante ventaja sobre las preparaciones de solo una fase en cuanto al costo, ya que muchos
lipidos y solventes usados para aplicacion en el cuerpo humano son relativamente costosos vy al
“diluir” con una fase segura, de bajo costo como es el agua, resulta altamente conveniente desde
el punto de vista economico.l®

Para garantizar que este tipo de forma de presentacion sea adecuada como vehiculo para
administracion de distintas sustancias activas, las emulsiones deben poseer ciertos atributos y
causar un minimo de problemas asociados, segun el efecto y la finalidad deseada. La mayoria
de las propiedades de las emulsiones, tales como estabilidad, viscosidad, etc., dependen del
tamario del globulo y la distribucion de tamafio.? Por lo tanto, la preparacion de la emulsion
requiere un proceso de emulsificacion, donde los parametros fisicos y quimicos sean
seleccionados y controlados por el formulador, para obtener las caracteristicas requeridas y de
manera reproducible. Como pardmetros importantes en la elaboracién de emulsiones, son
destacables algunos factores importantes a tener en consideracion, tales como la temperatura, el
tiempo vy la velocidad de mezclado, la composicién y la cantidad de las fases, y el tipo de
equipamiento. Por otra parte, es necesario caracterizar la emulsion, utilizando metodologias para
determinar el tamafio de glébulo y su distribucion, el tipo de emulsién, sus propiedades
reoldgicas como también realizar ensayos destinados a evaluar su estabilidad y durabilidad en
el tiempo. Para esto Ultimo, se somete la emulsion a condiciones de estrés, las cuales incluyen
almacenamiento por periodos determinados a condiciones extremas de temperatura, ciclos de

temperatura y centrifugacion.

1.1 ESTABILIDAD DE EMULSIONES

Existen varios procesos fisicos y quimicos que contribuyen a la desestabilizacion de una
emulsion. Los principales fendmenos asociados con la estabilidad fisica de la emulsion son: La
formacion de cremado cuando se dejan en reposo, como consecuencia de la accién de la
gravedad sobre la fase dispersa y de la diferencia de densidad entre las dos fases que constituyen
la emulsion. Si la densidad de las gotas es mayor que la de la fase externa, se hundiran en la

emulsion (sedimentacion), mientras que si su densidad es menor tenderan a concentrarse en la



superficie (cremado o creaming). La formacion de cremado no implica necesariamente la
coalescencia ni la agregacion de las gotas, y es un proceso reversible, pero se debe evitar ya que
puede originar errores de dosificacion, mala apariencia y facilitar la coalescencia y agregacion.
Para reducir la velocidad de cremado se debe obtener un menor tamafio de glébulos en la
emulsion, mejorar el método de elaboracion, seleccionar un buen agente emulsificante, intentar
disminuir la diferencia de densidad entre ambas fases y, por ultimo, aumentar la viscosidad del
medio externo.* Otro fendmeno de inestabilidad es la floculacion que consiste en la asociacion
de pequefios globulos para formar grandes agregados, que son redispersables ya que los globulos
mantienen su identidad. La formacién de estos agregados favorece la formacion de cremado y
ademas es un paso previo a la coalescencia, por ello interesa evitar este proceso mediante
estabilizacion electroestatica y estérica. Por otra parte, el crecimiento de Ostwald o difusién
molecular es el proceso por el cual las gotas mas pequefias se solubilizan en las mayores,
provocando un aumento del tamarfio. Para evitar este proceso se debe obtener una distribucion
de tamafio homogénea. Y finalmente, la coalescencia es el proceso por el cual hay una fusion
completa de los globulos, originando un descenso del nimero de éstos y, por consiguiente, la
separacion completa de las dos fases, produciéndose la ruptura de la emulsion. Esto se debe a
que a pesar de la adicion de un emulsionante persiste cierta tension interfacial, por lo que el
sistema busca la forma de minimizar el &rea interfacial, de forma esponténea.

Las emulsiones ademdas pueden sufrir procesos de inestabilidad quimica, como
incompatibilidades entre los distintos componentes, asi también existe la posibilidad de una
descomposicion oxidativa de ciertos compuestos de la fase oleosa y de algunos farmacos o
activos cosméticos, no solo debido a la cantidad normal de aire disuelto en el liquido y la posible
incorporacion de aire durante la preparacion del producto, sino también a la extensa superficie

de interfase entre la fase oleosa y la acuosa.®

1.2. AGENTES EMULSIFICANTES

Como se menciond anteriormente, para estabilizar una emulsion, se agrega un agente
emulsificante, el cual actla por uno o varios de los siguientes mecanismos: estabilizacién
termodinamica al reducir la tension interfacial, mediante la formacion de una pelicula interfacial

que acttia como una barrera mecanica a la coalescencia, creando una barrera al acercamiento de



las gotas mediante estabilizacion electrostatica y/o estérica, y mediante la modificacion de las
propiedades reoldgicas.

Se puede clasificar tres grandes grupos de agentes emulsificantes: coloides hidrofilicos,
tensoactivos y solidos finamente divididos. Los agentes emulsificantes coloides hidrofilicos si
bien tienen una escasa actividad de superficie, el poder emulsificante se logra aumentando la
viscosidad. Los agentes tensoactivos, son muy efectivos para reducir la tensién interfacial entre
las fases oleosa y acuosa, debido a que la molécula posee propiedades hidréfilas como
hidrofobas, lo cual se refleja en el balance hidrofilico-lipofilico (BHL). Los sélidos finamente
divididos, son buenos emulsificantes ya que se adsorben en la interface y otorgan una estabilidad
fisica al glébulo, cuyo poder se cuantifica en términos de su capacidad de humectacion a través

del &ngulo de contacto.®

1.3. EMULSIONES PICKERING

Debido a la importancia de obtener una emulsién estable, se han desarrollado diversos
estudios buscando nuevas tecnologias. Percival S. Pickering en 1907, entreg6 el primer estudio
que evidencid la estabilizacion de emulsiones o/w mediante el uso de particulas sélidas, las
cuales se adsorben en la superficie del glébulo de aceite, mostrando asi la estabilidad mejorada
de tales emulsiones con respecto a las emulsiones a base de tensoactivo. Cualquier tipo de
emulsion estabilizada con particulas sélidas, son también llamadas Emulsiones de Pickering
(Pickering emulsions)® ° por ser Pickering el primero en informar sobre éstas.

Las Pickering emulsions retienen las propiedades basicas de una clasica emulsion estabilizada
por tensoactivo, pero la estabilizacién por particulas sélidas confiere propiedades especificas,
tales como la alta resistencia a la coalescencia, siendo este el principal beneficio, asi también la
caracteristica libre de surfactante (surfactant-free) las hace atractivas en varios campos de
aplicacion, en particular aplicaciones cosméticas y farmacéuticas, donde algunos surfactantes
pueden causar efectos adversos?®.

Las particulas solidas necesariamente deben ser mas pequefias que los glébulos de la
emulsion, y es el mojamiento parcial de la superficie de las particulas sélidas por el agua y el
aceite lo que origina el fuerte anclaje a la interface aceite-agua. Algunas particulas inorganicas

son mas hidrofilicas en su superficie por lo cual requieren una modificacion parcial de esta, para



asegurar la humectacion tanto por el agua como el aceite, como es el caso de la silica que es
frecuentemente utilizada como particula para estabilizar emulsiones. Existen varias estrategias
para lograr su modificacion, las cuales pueden estar basadas en el injerto quimico de moléculas
organicas o en la adsorcion de diferentes tipos de moléculas. Aunque se prefiere el injerto
quimico por sobre la adsorcidn, ya que los injertos orgéanicos se unen fuertemente a la superficie
del s6lido mediante enlaces quimicos, mientras que las moléculas adsorbidas en equilibrio con
las moléculas libres en solucion pueden sufrir desorcién cuando las condiciones de equilibrio
son afectadas.

En el afio 2008, Ma y col., 1* compararon la estabilizacion de una interfase aire-agua con
respecto a una interface liquido-liguido mediante la interaccion de tensoactivos y
nanoparticulas. Utilizaron un surfactante anionico, dodecil sulfato de sodio (SDS) y surfactantes
no ionicos, Triton X-100 y alquil éter de tetraetilenglicol. Ellos demostraron que la inclusion de
nanoparticulas de silice hidrofilica cargada negativamente incrementa la estabilidad del SDS,
pero no altera el desempefio de los surfactantes no idnicos, ya sea en la interface aire-agua o
liquido-liquido.

Binks y Rodriguez en 2007,'? analizaron el comportamiento de emulsiones o/w estabilizadas
por una mezcla de nanoparticulas de silice con el surfactante cationico CTAB (Bromuro de
cetiltrimetilamonio). Destacaron el sinergismo que se produce entre ellos, lo cual conduce a una
mejora en la estabilidad de la emulsion. Para caracterizar la interaccién entre los emulsificantes,
utilizaron isoterma de adsorcion, cryo-SEM, y analisis de angulo de contacto.

Santini y col., en 2014, estudiaron la estabilizacion de emulsiones w/o mediante la
interaccion de nanoparticulas de silice y acido palmitico, evaluando diferentes concentraciones
del tensoactivo, realizando mediciones de la tensién interfacial en equilibrio y dinamica, y la
estabilidad de la fraccion emulsificada fue cuantificada en base a la evolucion en el tiempo de
la altura de la columna emulsionada, concluyendo que las condiciones mejoradas de estabilidad
so6lo son logradas cuando la cantidad de tensoactivo lleva a la formacion de una monocapa sobre
la superficie de las particulas, mientras que un exceso de tensoactivo, interactuando con las
nanoparticulas, podria llevar a la formacion de multicapas y la asociacién naoparticula-
tensoactivo podria ser redispersada en la fase acuosa.

Binks y Desforges en 2007, investigaron la estabilidad y reologia de emulsiones o/w que

contenian una mezcla de nanoparticulas de silice hidrofilica y surfactante no ionico, las cuales



se compararon con emulsiones estabilizadas con cada emulsificante por separado. Los autores

resaltaron que la magnitud del efecto sinérgico observado depende del método de preparacion.

1.4. USO DE ANTIOXIDANTES

Para contribuir a la estabilidad quimica de las emulsiones, especificamente las reacciones de
oxidacion, se utilizan agentes antioxidantes, los cuales se pueden clasificar en los dos grupos
siguientes, antioxidantes fenolicos de sintesis, tales como hidroxianisolbutilado (BHA),
hidroxitoluenobutilado (BHT) y alquil galatos; y antioxidantes naturales como tocoferoles,
acido ascorbico y palmitato de ascorbilo.!

En la actualidad los flavonoides son los antioxidantes mas promisorios de origen natural con
aplicacion en el area farmacéutica y cosmética.’® Estos son compuestos polifendlicos,
distribuidos principalmente en frutas y vegetales.!® La estructura basica esta formada por un
esqueleto hidrocarbonado del tipo Ce-C3-Ce (difenilpirano), compuesto por dos anillos
bencénicos (A y B) ligados a través de un anillo pirano (C) (Figura 1). Los diversos tipos de
flavonoides derivan de la presencia de diferentes sustituyentes sobre los anillos.!” Sus efectos
beneficiosos para la salud son atribuidos principalmente a su capacidad antioxidante y quelante,
pudiendo inhibir procesos de peroxidacién lipidica, presentando efectos antimutagénicos y
capacidad de inhibir diversas enzimas, desempefiando un papel esencial en la proteccidn de dafio
oxidativo producido por radicales libres y especies reactivas de oxigeno y/o nitrégeno (ROS y

RNS respectivamente).18

Figura 1. Estructura bésica de un flavonoide®®



Dadas las propiedades antioxidantes de los polifenoles y posibles efectos farmacoldgicos que
derivan de ellas, surge la necesidad de desarrollar metodologias para su apropiada
administracion; no obstante, el principal problema para ello es su baja solubilidad en agua, lo
cual condiciona su biodisponibilidad, y su inestabilidad quimica. Estrategias propuestas para
inhibir la fotodegradacion y aumentar la solubilidad de flavonoides en formulaciones
farmacéuticas, han consistido en la inclusibn de estos compuestos en estructuras
supramoleculares caracterizadas por la presencia de cavidades desde donde la molécula puede
difundir; como ejemplo de estos vehiculos se pueden mencionar ciclodextrinas,*® estructuras
laminares de hidrotalcita,?® matrices porosas de silice y nanoparticulas.?

En el afio 2013, Berlier y col.?? sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas mesoporosas de
silice funcionalizadas con un grupo aminopropil con la finalidad de estudiar la estabilizacion de
rutina en este sistema. La sintesis de nanoparticulas mesoporosas incluye la adicion de
tensoactivos que generan, una vez removidos a través de por ejemplo métodos de calcinacion,
poros en la silice, otorgandole a la nanoparticula una mayor area superficial por efecto de los
poros. Asi también, sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas mesoporosas de silice, pero
funcionalizadas con un grupo octil para evaluar la estabilizacion de quercetina.?® En ambos
estudios se obtuvo un aumento en la estabilidad y un mejor rendimiento en términos de actividad
y fotoestabilidad, destacando por sobre todo, la importancia de la funcionalizacion en la
estabilizacion de moléculas organicas dentro de los poros. Sapino y col. (2015),%* estudian las
nanoparticulas mesoporosas de silice funcionalizadas con un grupo aminopropil con el fin de
evaluar este sistema como potencial vehiculo topico para la entrega de quercetina, mostrando

que se obtiene un mayor efecto al estar incluida en este sistema.



2. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

De acuerdo a la literatura, las emulsiones Pickering tienen un gran potencial de aplicacion
debido a sus caracteristicas especificas que no comparten con las emulsiones en base a
surfactante. El caracter libre de tensoactivos permite prevenir los efectos adversos ligados a los
surfactantes, como irritacion, citotoxicidad y comportamiento hemolitico®. Ademas, la densa
capa de particulas sélidas sobre el glébulo de la emulsion puede constituir una barrera, por lo
cual los glébulos de una emulsion Pickering se puede comportar como un sistema de
encapsulacion.® La aplicacion topica de estos sistemas son un buen ejemplo del potencial de
estas emulsiones, ya que permiten una mayor absorcion del activo en la piel en comparacion
con emulsiones a base de surfactante.? ?’La posible penetracion de las nanoparticulas en capas
profundas de la piel ha sido descartada, si bien depende del tamafio de la nanoparticula, estudios
han demostrado que penetran solo hasta capas superficiales del estrato corneo en piel sana.?®
Varios estudios muestran la factibilidad de utilizar nanoparticulas como sistemas de estudio
para moléculas antioxidantes, ademas del uso seguro del dioxido de silicio aprobado por la FDA,
por lo cual este trabajo tiene por objetivo estudiar la estabilizacion de emulsiones o/w con
nanoparticulas mesoporosas de silice modificadas superficialmente y con flavonoides
adsorbidos, que ademas de otorgar una estabilidad fisica, como sélido finamente dividido,
otorgaria una estabilidad quimica al globulo, debido a la capacidad antioxidante de los
flavonoides. Estudios anteriores sobre la reactividad de flavonoides y su eficiencia como
desactivadores de especies excitadas (oxigeno molecular singulete) en medio homogéneo, %
ademéas de estudios sobre la actividad atrapadora de radicales dado las caracteristicas
estructurales, % muestran que el flavonoide morina (MOR) posee una importante actividad
desactivadora y de atrapamiento entre los polifenoles analizados. Lo anterior junto con otros
aspectos experimentales previamente ensayados, permitidé seleccionarla como molécula de
estudio.

La utilizacion particular de estos componentes en formulaciones tdpicas, que pueden entregar
bases relevantes para futuros estudios de preformulacion, sustentan el desarrollo del presente

proyecto.



3. HIPOTESIS

La presencia de nanoparticulas mesoporosas de silice con morina localizada en la interfase

otorgaran estabilidad fisica y quimica a una emulsion o/w.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la presencia de nanoparticulas mesoporosas de silice con morina
adsorbida en la estabilidad fisica de una emulsion o/w, para luego evaluar preliminarmente la

estabilidad quimica de la vitamina E en dicha emulsion.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar nanoparticulas mesoporosas de silice funcionalizadas con un grupo
aminopropil.

e Realizar un disefio experimental para la fabricacion de las formulaciones y optimizacion
de éste a condiciones reales.

e Preparar emulsiones o/w con adicion de NPs funcionalizadas con un grupo aminopropil
y evaluar su estabilidad.

e Formular una emulsion cosmética con vitamina E como activo.

e Adsorber el flavonoide morina a nanoparticulas mesoporosas de silice funcionalizadas
con un grupo aminopropil e incorporacion de éstas a emulsiones o/w.

e Estudiar preliminarmente el efecto protector de la estabilidad de vitamina E en

emulsiones o/w por incorporacion de nanoparticulas con morina adsorbida.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. REACTIVOS

La morina dihidratada fue comprada a Merck, y no se sometid a purificaciones previas a su
uso. Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Aldrich), hidréxido de amonio (NHsOH) (J.T.
Baker), acido clorhidrico (HCI) fumante 37% (Merck), tetraetilortosilicato (TEOS) (Aldrich) y
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) (Aldrich), fueron utilizados tal como se recibieron.

Polisorbato 80 (LIPO), Monooleato de sorbitan (LIPO), Aceite mineral (Sudelab),
Monoestearato de glicerilo neutro (LIPO), Alcohol cetilico (LIPO), Metilparabeno (LIPO),
Glicerina (Sudelab), Vitamina E 400U1 (obtenida de una formulacion comercial) y Peréxido de

hidrégeno (Merck) también fueron utilizados tal como fueron recibidos.

6.2. SOLVENTES

Los solventes etanol (EtOH), metanol (MeOH), isopropanol (iPrOH), tolueno y acetona
fueron de grado para anélisis o grado HPLC (Merck). El agua bidestilada fue purificada usando

un sistema Milli — Q Plus Millipore.

6.3. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

6.3.1. AGITADOR MECANICO

o Agitador Global Lab con un rango de velocidad de 250 a 2000 rpm, y una

herramienta de dispersion tipo hélice.

o Equipo de dispersion Ultra-turrax T18digital de IKA®-WERKE, con un rango de
velocidad de 6.500 a 15.500 rpm, y una herramienta de dispersion S18N-10G.
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6.3.2. SOFTWARE PARA DISENO EXPERIMENTAL ESTADISTICO

Para realizar el disefio experimental estadistico se utilizO el Software

StatGraphicsCenturion.

6.3.3. MICROSCOPIA OPTICA

Para el anélisis de las muestras por microscopia se utilizd el microscopio Optico Zeiss
modelo Standard 20.

6.3.4. ANALISIS DE IMAGEN

Para fotografiar las muestras se utilizé una camara digital Cybershot DSC-W170 Sony 10.1
Megapixeles y para procesar las imagenes digitales se utilizo el software Image J 1.4.3.

6.3.5. TENSION INTERFACIAL

Tensiometro Du Nolly Kriiss modelo K8.

6.3.6. CENTRIFUGA

Se utilizé la centrifuga IEC HN-SII.

6.3.7. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Para medir la cantidad remanente de vitamina E, se utiliz6 un equipo HPLC Agilent serie

1100, con detector de arreglo de diodos (DAD), usando una columna C-18 ODS Hypersil, 4,6

X 250 mm diametro interno y tamafio de particula de 5 pum.
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6.4. METODOLOGIA

6.4.1. PREPARACION DE LAS EMULSIONES

Mediante el método de fusion, usando placa calefactora, se preparan emulsiones o/w, en la
proporcion de 1:4 para un total de 100 gramos, en vasos precipitados de 100 mL agregando la
fase acuosa sobre la oleosa. La mezcla de tensoactivos fue disuelta en la fase grasa, y el

preservante metilparabeno en la fase acuosa.

Tabla I. Composicion emulsién

%
Aceite mineral 25
Polisorbato 80 3
Monooleato de sorbitan 80 2
Metilparabeno 0,1
Agua destilada c.s.p 100

6.4.2. DISENO EXPERIMENTAL PARA ELABORACION DE EMULSIONES

Para minimizar el nimero de experimentos sin menoscabar la calidad de los resultados
obtenidos, se utiliza una metodologia de disefio estadistico de experimentos para establecer una
matriz a realizar con la finalidad de evaluar la influencia de la velocidad y el tiempo de agitacion,
en el tamafio y homogeneidad de los glébulos, y a su vez, en la estabilidad de la emulsion.

Un disefio de superficie de respuesta de componente central con cuatro factores estudiados a
dos niveles (Factorial 2%), en replicado y orden aleatorio fue desarrollado. Las dos matrices de
experimentos constan de 28 ejecuciones aleatorias respectivamente y se muestran en las tablas
I y 11, que han sido obtenidas mediante el programa StatGraphicsCenturion. Los factores a
evaluar son velocidad de agitacion rapida y lenta, y el tiempo de cada agitacion. La respuesta
evaluada fue el diametro de glébulo y su distribucién en las emulsiones preparadas, obtenido

mediante microscopia Optica y andlisis de imagen.

12



Tabla I1. Disefio experimental 1, usando agitador Global Lab.

Muestra Velocidad Tiempo Rapido Velocidad Tiempo Lento
Rapida (rpm) minnutos Lenta (rpm) minutos
1 1500 3 750 15
2 2000 2 1000 10
3 1500 3 750 15
4 2000 4 1000 20
5 1500 3 750 15
6 2000 2 500 10
7 1000 2 1000 20
8 1500 3 750 5
9 1000 2 1000 10
10 500 3 750 15
11 2000 2 500 20
12 1500 3 250 15
13 2000 2 1000 20
14 2500 3 750 15
15 1000 4 1000 10
16 1000 4 500 10
17 1500 3 1250 15
18 1000 4 500 20
19 1500 1 750 15
20 1000 2 500 10
21 1000 4 1000 20
22 2000 4 500 10
23 1500 5 750 15
24 2000 4 1000 10
25 1500 3 750 25
26 1000 2 500 20
27 2000 4 500 20
28 1500 3 750 15
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Tabla I11. Disefio experimental 2, usando agitador Ultra turrax y agitador Global Lab.

Muestra Velocidad Tiempo Rapido | Velocidad | Tiempo Lento
Rapida (rpm) minutos Lenta (rpm) minutos
1 12500 2 1000 20
2 9500 5 750 15
3 3500 3 750 15
4 12500 4 1000 10
5 6500 2 500 10
6 6500 2 500 20
7 6500 4 1000 10
8 6500 2 1000 10
9 9500 3 750 15
10 12500 4 1000 20
11 9500 3 250 15
12 6500 4 500 20
13 9500 3 750 15
14 6500 2 1000 20
15 6500 4 500 10
16 12500 4 500 20
17 12500 2 500 10
18 15500 3 750 15
19 9500 3 750 5
20 12500 2 1000 10
21 9500 3 750 15
22 9500 3 750 25
23 12500 2 500 20
24 12500 4 500 10
25 9500 3 750 15
26 9500 3 1250 15
27 9500 1 750 15
28 6500 4 1000 20
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6.4.3. PROCEDIMIENTO DEFINITIVO DE ELABORACION DE EMULSIONES

Se elaboraron emulsiones o/w (10 gramos), manteniendo la misma proporcién de las fases
(1:4). Las emulsiones fueron preparadas usando un homogenizador Ultra-turrax T18 a 6500 rpm
durante 5 minutos, en viales de 20 mL. Las NPs son preparadas en una dispersion de Glicerina
10% con una agitacion previa de 24 horas, y se incorporan en la fase acuosa de la emulsién. Es
importante mencionar que tras cada preparacion el equipo de agitacion fue limpiado mediante
dos enjuagues con alcohol y finalmente con agua destilada.

En las siguientes tablas se detalla la composicidn de todas las férmulas desarrolladas:

Tabla IV. Férmulas de las emulsiones desarrolladas incorporando sélo nanoparticulas
modificadas con grupo amino (AMNPS).

Formulacion 1 2 3 4 5 6 7 8
Aceite mineral 25 25 25 25 25 25 50 25
Nanoparticulas 0,5 1 2 3 4 5 10 5
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua destilada 100 100 100 100 100 100 100 100
C.S.p

Se debe destacar que en el caso de la formulacion 7, se utilizé 50% de aceite mineral. En

formulacién 8, se utilizé agitacion de 12.600 rpm por 10 minutos.

Tabla V. Formulas de las emulsiones desarrolladas utilizando s6lo el 10% de tensoactivos y
diferentes concentraciones de nanoparticulas con grupo amino.

Formulacion 0 1 2 3 4 5 6 7
Aceite mineral 25 25 25 25 25 25 25 25
Polisorbato 80 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Monooleato de 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
sorbitan 80

Nanoparticulas 0 0,5 1 2 3 4 5 5
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua destilada 100 100 100 100 100 100 100 100
c.S.p

Se debe destacar que en la formulacion 7, se realizo una agitacion a 12.600 rpm durante 10

minutos.
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Tabla VI. Formulas de las emulsiones desarrolladas utilizando 4% de nanoparticulas y

diferentes concentraciones de tensoactivos.

c.s.p

Formulacion 0 1 2 3 4 5 6
Aceite mineral 25 25 25 25 25 25 25
Polisorbato 80 0 0,3 0,9 15 2,1 2,7 3
Monooleato de 0 0,2 0,6 1 1,4 1,8 2
sorbitan 80

Nanoparticulas 4 4 4 4 4 4 4
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua destilada 100 100 100 100 100 100 100

Se debe destacar que en todas las formulaciones se realiz6 agitacion a 12.600 rpm durante 10

minutos, a diferencia de las desarrolladas en las tablas anteriores.

Tabla VII. Formula de las emulsiones desarrolladas con vitamina E (tocoferol).

Formulaciones 1 2 3
Aceite mineral 18 18 18
Alcohol cetilico 5 5 5
M_ono_estearato de 3 3 3
glicerilo neutro

Polisorbato 80 3,7 1,8 1,8
Monooleato de

sorbitan 80 13 0.3 0.3
Nps-amino 0 4 0
Nps-morina 0 0 4
Tocoferol 0,5 0,5 0,5
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1
Agua destilada c.s.p 100 100 100

Se debe destacar que la vitamina E se agrega a la fase grasa una vez que ésta Ultima ya esta

completamente fundida y ha alcanzado la temperatura. Ademas, todas las formulaciones fueron

agitadas a 12.600 rpm durante 10 minutos.
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6.4.4. PREPARACION DE NANOPARTICULAS MESOPOROSAS
MODIFICADAS SUPERFICIALMENTE CON GRUPO AMINO

Las nanoparticulas mesoporosas de silice modificadas superficialmente con grupo amino
(AMNPs) se sintetizaron a partir del método de Stober.3! Para ello, se agregd 120 mL de EtOH
y 44mL de H2O en un matraz esmerilado de fondo redondo, el cual se llevé a un bafio
termorregulado con agitacion (60 C). A esta temperatura, se adicionaron 7,2 mL de solucion de
NH;OH y 80 mg de CTAB. Tras la solubilizacion del agente tensoactivo, se agregaron
lentamente 7,2 mL de TEOS, luego se retird la agitacion, dejando que la reaccion proceda por
2 h a 60 C. La suspension obtenida se centrifug6 y lavo varias veces con EtOH y agua. Las
nanoparticulas obtenidas se resuspendieron en EtOH, luego se agregaron 5 — 10 mL de HCI
fumante al 37% y se dejaron con agitacion por 12 h bajo una temperatura controlada (60 C).
Después se realizaron lavados con agua bidestilada, EtOH y acetona por centrifugacion. Luego
se afiadieron a la suspension 100 — 150 mL de tolueno; mientras la suspension se mantuvo en
agitacion, se afiadio 800 pL de APTES y se sometid a reflujo por 3 horas. Posteriormente, se
realizaron lavados con tolueno: etanol (1:1) y EtOH, seguidas de centrifugacion. Finalmente,

las nanoparticulas se resuspendieron en 10 mL de Glicerina al 10%.

6.4.5. ADSORCION DE MORINA EN NANOPARTICULAS

Previamente en el laboratorio, se establecieron las condiciones éptimas para este tipo de
experimentos. Para esto, una solucion stock de 2 mg mL™* de morina fue preparada, luego se
tomd un volumen deseado, el cual se afiadi6 a una suspension de nanoparticulas en EtOH, en un
frasco de vidrio. Después de la adicién de la alicuota de polifenol, la suspension se mantuvo
bajo agitacion hasta alcanzar el equilibrio durante 10 horas. Posteriormente se realizaron lavados
con EtOH y finalmente las nanoparticulas con morina se resuspendieron en 10 mL de Glicerina
al 10%.
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6.4.6. DETERMINACION DE LA TENSION INTERFACIAL

Se determing el efecto de la adicion de nanoparticulas con modificacion superficial con
grupos aminopropil sobre la tension interfacial aceite mineral/agua, constituyentes de las
emulsiones preparadas. También se evalud el efecto de la adicion de glicerina, agente hidrofilico
en el cual estas nanoparticulas fueron resuspendidas y de la adicion de los tensoactivos no
ionicos, seleccionados en este estudio. La medicion de la tension interfacial se realizé utilizando
el método del anillo de Du Noly, que permite determinar la tension superficial/interfacial de
liquidos a través de la fuerza requerida para retirar un anillo de platino — iridio de la superficie
del liquido. Para esto, el anillo se sumerge en el liquido o en la interface de dos liquidos
inmiscibles y luego se lo hace ascender lentamente. A medida que el mismo sube, se forma un
menisco de liquido y la fuerza ejercida pasa por un maximo y luego disminuye, desprendiéndose
el liquido del anillo y volviendo a su posicién original. El tensiometro de Du Nolly consta de un
fino alambre de torsion.?

Para efectuar la determinacion de tension superficial con el tensiGmetro de Du Nodly, los
liquidos a determinar se colocan en un recipiente limpio. El plato que sostiene al recipiente con
el liquido es elevado hasta que el anillo se sumerja en el liquido y luego se baja para que el
anillo quede en la interface y el indice esté en posicion cero. Este es el punto de partida de la
determinacion. Asi, se aumenta la torsion sobre el alambre rotando la perilla para llevar el
vernier a un punto cercano, pero por debajo del valor de la tension superficial del liquido.
Mientras se gira lentamente la perilla, el plato conteniendo al liquido se baja, manteniendo
siempre la posicion neutra del brazo de la balanza.?

Con el fin de evaluar y comparar el efecto de la adicion de nanoparticulas sobre la tension
interfacial de un sistema aceite mineral/agua (25% AM), se prepararon 3 set de igual volumen
de aceite mineral/agua con diferentes concentraciones de tensoactivo (10, 30, 50, 70 y 100%),
nanoparticulas modificadas superficialmente con grupo amino (0,5; 1; 2; 3; 4 y 5%) y glicerina
(2, 3, 5, 8 y 10%). Los experimentos en cada concentracion fueron repetidos 4 veces a

temperatura ambiente.
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6.4.7. CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES

6.4.7.1.DETERMINACION DEL TIPO DE EMULSION

Usando el método de dilucion se establece de manera sencilla el tipo de emulsion. Si un
volumen pequefio de la emulsion se mezcla facilmente con el agua, indica que la fase externa

es acuosa, por lo tanto, corresponde a una emulsion o/w.

6.4.7.2.DETERMINACION DEL TAMANO DE LOS GLOBULOS

La determinacion del tamafio del glébulo de aceite se realizé mediante microscopia optica.
Para ello las muestras se depositaron en un portaobjeto y se presionaron suavemente con un
cubre objeto, utilizando una amplificacion visual de 10x. Ademas, se utiliz6 una camara digital,
para fotografiar las muestras recién preparadas y luego de 60 minutos, sin utilizar zoom
fotografico. Luego las imagenes digitales fueron ingresadas al software Image J. Con el fin de
relacionar el tamafio de particula con la amplificacion visual se utilizé una plantilla de
calibracion a 10x de una regla micrométrica. Finalmente, con los diametros registrados se
calcula la amplitud de distribucién de tamafio de 40 mediciones realizadas a cada muestra de
acuerdo a la formula (D90-D10) /D50.

6.4.8. CONTROL DE LA ESTABILIDAD

6.4.8.1. RELACION Hu/ Ho

El procedimiento de emulsificacion utilizado, en algunos casos no provee una completa
emulsificacion, pero crea diferentes proporciones de emulsion, dependiendo de la concentracion
de emulgente utilizado. Por lo cual los resultados estan enfocados en la estabilidad de la fraccion
emulsionada, Hu/Ho, donde Hy es la altura de la columna emulsionada y Ho es la altura del

volumen total, cuantificada en base a su evolucion en el tiempo.
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6.4.8.2. DESESTABILIZACION POR ENVEJECIMIENTO

En los estudios de estabilidad de las emulsiones en funcion del tiempo transcurrido desde la
preparacion, las muestras simplemente se cerraban y se almacenaban en estanteria, sin
exposicion de luz directa y a temperatura ambiente, tomandose muestras cada cierto tiempo para

estudiar la distribucion del tamafio de glébulo.

6.4.8.3. DESESTABILIZACION CON TEMPERATURA

Las muestras una vez preparadas, se introdujeron en un vial de 20 mL y estos a su vez en una
estufa a 40 C durante el tiempo planificado, tomandose muestras cada cierto tiempo para

estudiar la distribucion del tamarfio de glébulo.

6.4.84. DESESTABILIZACION MEDIANTE CENTRIFUGA

Una vez preparadas las emulsiones se introdujeron 2 g de muestra en tubos de ensayo con
propiedades y dimensiones especificas para la centrifuga empleada. Cada muestra se sometio a

centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos.

6.4.8.5.EVALUACION DE LA ESTABILIDAD QUIMICA DE LA VITAMINAE
EN UNA EMULSION CON Y SIN NANOPARTICULAS CON MORINA
ADSORBIDA.

Para determinar el efecto protector antioxidante de las nanoparticulas con morina adsorbida
se prepararon tres emulsiones con vitamina E al 0,5 % disuelta en la fase grasa. Cada una de
estas emulsiones se prepararon con mezcla de 100% de tensoactivo, 50% de tensoactivo mas
4% de nanoparticulas modificada con grupo amino, y 50% de tensoactivo mas 4% de
nanoparticulas con morina adsorbida. Se tomaron dos muestras de 5 gramos de cada emulsion
para agregar el peroxido de hidrogeno en la fase externa. Estas emulsiones fueron almacenadas
durante 24 horas a temperatura ambiente y a 40 C cada una. Posteriormente para cuantificar la
vitamina E mediante metodologia por HPLC, se prepararon las muestras, pesando con exactitud
alrededor de 25 mg de emulsion y se llevaron a un matraz aforado de 25 mL, se agregaron 5 mL
de isopropanol y 10 mL de metanol, luego se agitd por 5 minutos. Se afora el matraz a 25 mL
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con metanol para luego extraer la muestra mediante sonicacion y centrifugacion. Las soluciones
fueron filtradas por filtro de membrana de 0,45 micras e inyectadas en el equipo.

El método HPLC utilizado se baso en el de Nada et al. que utiliza una columna RP-C18 y
como fase movil metanol-agua (97:3 v/v) a un flujo de 1,5 mL min™*. La monitorizacién del a-

tocoferol se realizd a 290 nm.*
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. PREPARACION DE EMULSIONES

La estabilidad de una emulsion se ve afectada por numerosas variables, por lo tanto, se deben
seleccionar y establecer parametros fisicos y quimicos para obtener las caracteristicas requeridas
de manera reproducible, para posteriormente poder estudiar y comparar el efecto de las
nanoparticulas sobre la estabilidad de las emulsiones. Los factores a considerar en la elaboracion
de emulsiones, son la composicién y la proporcion relativa de las fases, la temperatura, el tiempo
y la velocidad de mezclado, y el tipo de equipamiento.

La elaboracion de emulsiones se basa en el método de fusion, donde los agentes
emulsificantes liposolubles, los aceites y las ceras, se calientan hasta una temperatura de
aproximadamente 5-10 C por encima del punto de fusion del componente con mayor punto de
fusién o hasta una temperatura maxima de 70-80 C. Los componentes hidrosolubles disueltos
en agua se calientan a una temperatura de 3 a 5 C mayor que la de la fase oleosa. Luego se
mezclan las dos fases, por motivos practicos, la solucion acuosa se agrega a la fase oleosa, y se
mezcla con una agitacion adecuada hasta que la emulsion se enfrie.®

Como formulacion preliminar se utilizé una mezcla sencilla de 25% de aceite mineral y agua,
materias primas ampliamente utilizadas tanto en preparados cosméticos como farmacéuticos.®*
Se selecciond una mezcla de tensoactivos no idnicos debido a su baja susceptibilidad a los
cambios de pH vy electrolitos. Se emplearon polisorbato 80 y monooleato de sorbitan en una
concentracion del 20% de la fase grasa, de acuerdo al HLB requerido para obtener una emulsién

o/w. Ademas, se adicion metilparabeno como sustancia antiséptica para el control microbiano.
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7.2. DISENO EXPERIMENTAL DE ELABORACION DE EMULSIONES

La preparacion de la emulsion requiere cierta cantidad de energia para formar la interfase
entre las dos fases y una cantidad de trabajo adicional para mezclar el sistema y contrarrestar la
resistencia al flujo. Para esto existe una amplia gama de equipos destinados a la preparacion de
emulsiones, donde la velocidad de homogenizacién y la velocidad de enfriamiento, asi como el
tiempo durante el cual se realicen estos, pueden influenciar la distribucién y el tamafio de los
gldbulos, y en consecuencia la viscosidad del producto. Debido a esto, se realiz6 un disefio
estadistico de experimentos que permitio investigar simultaneamente los efectos de todas las
variables de interés a través de la realizacion de un nimero minimo de experimentos,
repercutiendo en una mayor eficacia y en el ahorro de tiempo y costos.

Se realizaron dos disefios experimentales, para determinar la velocidad de agitacion rapida o
de homogenizacion y la velocidad de agitacion lenta o de enfriamiento, asi también el tiempo
que se realiza cada agitacion, para establecerlos como parametros fijos en los experimentos
posteriores. El primer disefio fue realizado Unicamente con el agitador mecanico Global Lab, el
cual cuenta con una herramienta de dispersion de tipo hélice y un rango de velocidad de
agitacion relativamente bajo, el cual va desde 250 a 2000 rpm. Para el segundo disefio
experimental se utilizaron dos agitadores, para la velocidad de homogenizacién se utilizo el
agitador Ultra-turrax T18 con un rango de velocidad de 6.500 a 15.500 rpm, y con una
herramienta de dispersion S18N-10G, la cual funciona mediante el principio de rotor-estator, y
alcanza una maxima finura de 1-10 um en emulsiones; *® para la velocidad de enfriamiento se
utilizé el agitador Global Lab. Cabe sefialar que para este segundo disefio la muestra nimero 3
no se pudo realizar ya que ninguno de los dos agitadores alcanzaba la velocidad de 3.500 rpm.

Las formulaciones de ambos disefios se caracterizaron determinando el tipo de emulsién,
mediante el método de dilucion comprobando que todas las muestras resultaron ser emulsiones
o/w. También se caracteriz6 la distribucién del tamafio de particulas mediante microscopia
Optica, asi se determiné la moda estadistica y la amplitud relativa que se ha expresado como el
valor obtenido de la relacién (D90-D10) /D50, la cual se considera que es amplia cuando su
valor es superior a 1. Los resultados obtenidos en estos disefios se muestran en las Tablas VIII

y IX respectivamente.
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Tabla VI11. Resultados disefio experimental con agitador Global Lab.

Velocidad Tiempo Velocidad Tiempo
Muestra Rapido Lento Moda Amplitud
Rapida (rpm)| minnutos | Lenta (rpm)| minutos

1 1500 3 750 15 12 1,3
2 2000 2 1000 10 12 0,9
3 1500 3 750 15 16 1
4 2000 4 1000 20 11 0,7
5 1500 3 750 15 19 0,8
6 2000 2 500 10 13 0,9
7 1000 2 1000 20 9 0,6
8 1500 3 750 5 31 1,3
9 1000 2 1000 10 17 0,6
10 500 3 750 15 16 1
11 2000 2 500 20 8 0,6
12 1500 3 250 15 15 0,7
13 2000 2 1000 20 13 0,9
14 2500 3 750 15 14 0,8
15 1000 4 1000 10 10 1,3
16 1000 4 500 10 23 1
17 1500 3 1250 15 7 1,5
18 1000 4 500 20 17 1,3
19 1500 1 750 15 6 1,3
20 1000 2 500 10 7 0,8
21 1000 4 1000 20 6 0,9
22 2000 4 500 10 8 1
23 1500 5 750 15 6 0,8
24 2000 4 1000 10 8 1,4
25 1500 3 750 25 14 1
26 1000 2 500 20 26 1,1
27 2000 4 500 20 12 1,2
28 1500 3 750 15 14 11
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Tabla IX. Resultados disefio experimental con agitador Ultra-turrax y Global Lab.

Velocidad Tiempo Velocidad Tiempo
Muestra Rapida Rapido Lento Moda Amplitud
(rpm) minutos | Lenta (rpm)| minutos
1 12500 2 1000 20 6 0,8
2 9500 5 750 15 9 0,8
3 3500 3 750 15
4 12500 4 1000 10 7 0,6
5 6500 2 500 10 13 0,8
6 6500 2 500 20 11 1
7 6500 4 1000 10 9 0,8
8 6500 2 1000 10 14 0,9
9 9500 3 750 15 11 0,5
10 12500 4 1000 20 6 0,5
11 9500 3 250 15 8 0,7
12 6500 4 500 20 10 0,6
13 9500 3 750 15 8 0,8
14 6500 2 1000 20 9 0,9
15 6500 4 500 10 14 0,7
16 12500 4 500 20 5 0,7
17 12500 2 500 10 7 0,7
18 15500 3 750 15 8 0,6
19 9500 3 750 5 8 0,6
20 12500 2 1000 10 6 0,8
21 9500 3 750 15 9 0,6
22 9500 3 750 25 9 0,4
23 12500 2 500 20 8 0,7
24 12500 4 500 10 8 0,4
25 9500 3 750 15 6 0,9
26 9500 3 1250 15 8 0,7
27 9500 1 750 15 8 0,8
28 6500 4 1000 20 9 0,6
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Se estudid la influencia de la velocidad de agitacion rapida en el tamafio del globulo y la
homogeneidad de estos. En la Figura 2 se analiza la moda estadistica de las muestras del primer
disefio experimental utilizando sélo el agitador mecanico Global Lab de baja velocidad de
agitacion, donde se evidencia que en las muestras donde se utiliz6 una mayor velocidad de
agitacion se obtiene menor tamafio de globulo y se observa una menor dispersion de los datos.
Sin embargo, en la Figura 3, al analizar la amplitud relativa de cada muestra (ver metodologia)
n, revela una baja uniformidad en la distribucion del tamafio de particulas, ya que la mayoria de

los valores son superiores a 1.
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Figura 2. Efecto de la velocidad de agitacion rapida sobre el tamafio de glébulo del primer
disefio experimental, con agitador Global Lab.
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Figura 3. Andlisis de la distribucion de tamafio de particulas mediante amplitud relativa del
primer disefio experimental.
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Ahora en el siguiente disefio experimental, se utilizaron velocidades superiores a las
probadas anteriormente, donde se observa que a la velocidad de 6.500 rpm (Figura 4) se obtiene
un tamafio de globulo similar al obtenido en la velocidad de 2.000 rpm en el disefio experimental
anterior (Figura 2), pero al analizar la amplitud de esas condiciones (Figura 3), se evidencia que
a la velocidad de 2.000 rpm se obtiene una distribucion de tamafio de glébulos més heterogéneo,
a diferencia de la velocidad de 6.500 rpm donde la amplitud indica mayor uniformidad en la
distribucion. Por consiguiente, mientras mayor sea la velocidad de agitacion rapida o de
homogenizacién se obtendrda un menor tamafio de globulo y una distribucion del tamafio de

particula mas homogénea.
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Figura 4. Efecto de la velocidad de agitacion rapida sobre el tamafio de glébulo del segundo
disefio experimental, con agitador Ultra-turrax y GlobalLab.
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Figura 5. Andlisis de la distribucion de tamafio de particulas mediante amplitud relativa del
segundo disefio experimental, con agitador Ultra-turrax y GlobalLab.
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7.3. PROCEDIMIENTO DEFINITIVO DE ELABORACION DE EMULSIONES

A pesar de los resultados obtenidos en el estudio anterior, se decide utilizar una velocidad de
agitacion de 6.500 rpm usando el homogenizador Ultraturrax T18. A una velocidad mayor se
elimina una posible fuente de variabilidad en los resultados al asegurar, con un elevado margen
de confianza, la independencia respecto de estos valores del tiempo y la velocidad de agitacion
en la preparaciéon de la emulsion. Sin embargo, se obtienen globulos demasiado pequefios,
resultando inapropiado para el tamafio de nanoparticulas a utilizar en experimentos posteriores.
Ademas, se agitoé durante 5 minutos, debido a que en los primeros 3 minutos ya se define el
tamarfio de corte de los glébulos por lo cual un tiempo mayor es innecesario e ineficiente. Por
otra parte, la velocidad de enfriamiento, si bien es necesaria para bajar la temperatura y asi la
energia cinética de los globulos, es descartada por efectos practicos ya que se deben preparar
emulsiones de 10 g en un vial de 20 mL, y en este contenedor no cabe la hélice de la herramienta
de dispersion.

La formacion de una emulsion por agitacion mecanica de un sistema bifasico es un proceso
extremadamente complejo, ya que participan una gran variedad de variables cuyo efecto
combinado es dificil de explicar. EI diametro promedio no es significativo para describir la
emulsion, y es mas apropiado el andlisis de la distribucion de tamafio de las gotas. El tamafio de
las gotas disminuye con el tiempo de agitacion hasta un valor constante, producto que es
resultado de los procesos de ruptura y coalescencia. La distribucion de tamafio depende del
tiempo de agitacion, asi ésta tiende a reducirse en amplitud al mismo tiempo que su valor medio
disminuye. Estudios indican que la distribucion inicial de didmetro de gotas es de tipo normal
con gran desviacion tipica, y que a medida que aumenta el tiempo de agitacion tiende a ser mas
angosta (monodispersa). Respecto a la velocidad de agitacién, su efecto es similar al obtenido
por el tiempo de agitacion, es decir, existe una disminucion del didmetro de gota con el aumento
de la velocidad de agitacion. Esta disminucidn parece alcanzar un valor asintético. Al aumentar
la velocidad de rotacion del agitador, la curva de distribucion se desplaza hacia méas bajo

didmetro y se torna mas angosta y mas asimétrica.*®
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7.4, SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE SILICE
MESOPOROSAS MODIFICADAS SUPERFICIALMENTE CON GRUPO
AMINO Y CON MORINA ADSORBIDA.

Utilizando el método de hidrdlisis de Stober, 3! con la proporcion de reactivos y las
condiciones experimentales de reaccion definidas en lineas de investigacion anteriores, se
sintetizaron nanoparticulas de silice esféricas y mesoporosas, las cuales se modificaron
superficialmente con un grupo amino. Para los experimentos de adsorcion tipo batch, la
concentracion utilizada del flavonoide fue de aprox. 5,9 x 10 M, donde la méaxima adsorcion
obtenida fue de 11 mg g (1.1 mg MOR/100mg NP). ¥’

El tamafio promedio de las nanoparticulas mesoporosas superficialmente modificadas fue de
220 nm de didmetro y con una distribucion normal. Para las nanoparticulas con morina
adsorbida el tamafio promedio fue de 234,9 nm, lo que corrobora el aumento de tamafio esperado
(de acuerdo a estudios previos en el laboratorio) para las nanoparticulas con y sin modificacion
superficial y sin cambios importantes en el tamafio cuando se adsorbe morina.?

De acuerdo a la literatura, como se muestra en la Tabla X, el potencial Z para las
nanoparticulas mesoporosas superficialmente modificadas con grupo amino y para las
nanoparticulas con morina adsorbida, dispersadas en soluciones a pH 1, 3, 7 y 9; muestra que a
pH 1y 3, la morina adsorbida en las nanoparticulas no cambia su valor de potencial Z positivo.
A pH 7y pH 9, la morina esta ionizada (forma fenolato), cambiando el signo del potencial de

superficie de la nanoparticula (negativo).®

Tabla X. Valores de potencial Z de nanoparticulas dispersadas en soluciones acuosas a
diferentes pH.

Nanoparticulas Potencial Z (mVolts)

pH1 pH 3 pH 7 pH9
AMNPs +41.8 +27.6 -15 -5.2
AMNPs-MOR +44.7 +26.2 -9.5 -17.7
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La Figura 6 muestra las imagenes SEM de nanoparticulas de silice mesoporosas modificadas
superficialmente con grupo amino y con morina adsorbida en la superficie. Las nanoparticulas
muestran una morfologia esférica que no se ve alterada cuando se adsorbe morina en la

superficie.

Figura 6. Imagen SEM de nanoparticulas con morina adsorbida.3®
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7.5. EVALUACION DE LA TENSION SUPERFICIAL

Evaluadas distintas proporciones de tensoactivos no ionicos, los resultados muestran que
todas las proporciones estudiadas disminuyen la tension interfacial a valores bajo las 10
dinas/cm, valores que son menores a medida que aumenta la concentracion de Polisorbato 80 y
Monooleato de sorbitan. Por otro lado, la adicion de glicerina reduce minimamente la tension
interfacial. Asi, con la adicion de 2% de este agente al sistema aceite mineral-agua, la tension
interfacial es de 19,5 dinas/cm, valor que disminuye en forma inversamente proporcional con la
adicion de 3%, 5%, 8% y 10% de glicerina. Para esta Ultima cantidad, la tension interfacial es
de 15,4 dinas/cm. Este es de interés, dado que las nanoparticulas desarrolladas son suspendidas
en 10 mL de glicerina al 10%.

Las particulas solidas finamente divididas actian solamente como barrera fisicoquimica y no
producen efecto sobre la tension interfacial. Nuestros resultados muestran que la adicién de
cantidades crecientes de nanoparticulas con modificacion de grupos amino, no modifica la

tension interfacial de aceite mineral (6 mL) —agua (19 mL) correspondiente a 23 dinas/cm.
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7.6. EMULSIONES O/W ESTABILIZADAS CON NANOPARTICULAS DE
SILICE MODIFICADAS CON GRUPO AMINO

Se prepararon 8 emulsiones de aceite mineral/agua, estabilizadas con diferentes
concentraciones de AMNPs. Como se muestra en la Figura 7, todas las muestras resultaron
inestables, excepto la muestra 7 y 8, por lo cual los resultados informados aqui se enfocan en la
estabilidad de la fraccion emulsionada (Hy), cuantificada en base a la evolucidn en el tiempo de
la altura de la columna emulsionada (Hu/Ho). En la Tabla XI se resumen todos los analisis
realizados y en ella se evidencia que a mayor concentracion de AMNPs se obtiene una mayor
fraccion de columna emulsionada, pero no se logra una estabilidad completa durante un tiempo
razonable. La muestra 7 se mantuvo estable durante solo 5 minutos, en ella se utiliz6 5% de
AMNPs al igual que la muestra 6 pero se agité a 12.500 rpm durante 5 minutos, lo cual también
resultd en globulos méas pequefios. La muestra 8, en la que se utilizé una proporcion de las fases
de 50/50, logré una mayor estabilidad, pero esta no superé los 60 minutos, en esta muestra se
utilizé una concentracion de nanoparticulas del 10% y se mantuvo la velocidad de 6.500 rpm.
Por otra parte, en la figura 7, la muestra 1 donde se utilizé un 0,5 % de AMNPs se observo una
clara separacion de la fraccién emulsionada y la fase acuosa remanente, no asi en las muestras
2,3,4,5y 6, donde es dificil distinguir la separacion de estas, lo que sugeriria que queda una
cantidad remante de AMNPs en la fase acuosa y lo cual es comprobado al centrifugar las
muestras, como se ve en la figura 8, donde en cada una de estas muestras queda un precipitado

al fondo del tubo.

Figura 7. Fotografias de emulsiones preparadas con diferentes concentraciones de AMNPs. A.
Emulsiones recién preparadas. B. Emulsiones a los 60 minutos.
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Tabla XI. Tabla resumen de andlisis a diferentes concentraciones de AMNPs.

Muestra| % NPs |Formacion de Emulsion| Hu/Ho inicial |Hu/Ho hora después | Microscopio |Moda (um)| Amplitud

1 0,5 no 0,7 0,5 heterogéneo 18 1

2 1 no 0,7 0,5 heterogéneo 33 0,5
3 2 no 0,7 0,5 heterogéneo 36 0,7
4 3 no 0,7 0,6 heterogéneo 35 0,9
5 4 no 0,8 0,6 heterogéneo 42 0,5
6 5 no 0,9 0,6 heterogéneo 23 0,7
7 5 si 1 0,7 homegéneo 7 0,8
8 10 si 1 0,8 homegéneo 14 0,9

Figura 8. Fotografias de las muestras luego de ser sometidas a centrifugacion a 3.500 rpm
durante 10 minutos.

Considerando el volumen de aceite utilizado en la formulaciéon y que el volumen de un
globulo es 4/3nr? y el drea superficial de este es 4nr?, podemos calcular en forma tedrica el area
total superficial disponible para que las nanoparticulas se adsorban en la superficie. Asi, si
nuestras particulas tienen un tamafio promedio de 220 nm, el nimero de nanoparticulas
necesarias para formar una monocapa en la interfase de un glébulo de aceite disperso en agua,
de tamafio 35 um, seria de 1,3x10'* (1-2% de NPs) y para un tamafio de 12 pum seria necesario
un 4%. El peso de una nanoparticula de silice se calcula considerando el rendimiento de la
sintesis (masa total) y el tamafio promedio obtenido por microscopia. Asi por ejemplo, si una
emulsion esta formada por 50g de aceite mineral, los cuales se dispersan en glébulos de tamafio
de 12 um y para su estabilizacion se utilizaron NPs de tamafio promedio de 220 nm (1 particula
pesa a nivel tedrico 1.1x10-1* g), la cantidad de NPs minima necesaria para formar una
monocapa en todos los glébulos es de 9,02 gramos, es decir, si preparamos 100 gramos de
emulsién que contiene un 50% de aceite mineral, el porcentaje de NPs corresponderia a un 9%.
Al contrastar con lo obtenido experimentalmente (Tabla XI), en las muestras con 1 a 3% de NPs
se alcanza un tamafio promedio del glébulo de 35 um, lo cual se correlaciona con lo calculado
tedricamente, pero en las muestras con 4 y 5% de NPs no se logra un tamafio tan pequefio como
el calculado, esto se debe a que en la practica, con la proporcion de fase grasa y la agitacion
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utilizada se alcanza cierto limite de tamafio y luego las nanoparticulas no se sitian como una
monocapa en la interfase, si no que estas se superponen formando multicapas y el exceso
sobrante se redispersa en la fase acuosa,* la cual por la diferencia de densidad entre el agua y
la silice, finalmente lleva a un precipitado de las nanoparticulas, fendmeno anteriormente
descrito. Por esta razon, se realizd la muestra de 5% de NPs con una agitacion de 12.500 rpm,
de esta forma se aporta mayor energia al sistema, logrando un tamafio de glébulo mucho menor
(7um), resultando estable durante 5 minutos. Segun la teoria, para este tamafio de globulo, al
tener una mayor area superficial se necesitaria una concentracion de NPs mucho mayor. Asi
también se realiz6 una muestra con 10% de NPs, con una agitacion de 6.500 rpm (utilizando
una proporcion de las fases de 50/50), sin obtener una estabilidad prolongada.

Las muestras de las fracciones emulsificadas fueron analizadas por microscopia oOptica
(Figura 9), en las cuales se observan glébulos claramente esféricos, excepto en la figura9 Ay
9 C donde se aprecian formas irregulares. Si bien en general se observan glébulos definidos,
solo se logra una homogeneidad de tamafio en las muestras 9 G y 9 H, en las cuales se utilizd
mayor velocidad de agitacion y mayor concentracion de NPs, respectivamente.

Se esperaba que con la modificacion superficial de la nanoparticula con el grupo amino se le
otorgara un cierto grado de lipofilia y de este modo estabilizar una emulsién o/w. Sin embargo,
con las condiciones experimentales empleadas no se consiguid una estabilidad razonable. Por
lo tanto, para conseguir una emulsion estable utilizando s6lo nanoparticulas como emulgente,
una pickering emulsion, se deberia cambiar la fase oleosa, por una con mayor viscosidad para
que otorgue un mayor soporte a las nanoparticulas, como por ejemplo el petrolato blanco
(vaselina solida). También se podria realizar otra modificacion superficial a la nanoparticula,
para que otorgue mayor afinidad por la fase grasa y a su vez, sin perder un cierto grado de
hidrofilia. Una forma de lograr esta caracteristica anfifilica de las nanoparticulas seria modificar
su superficie mediante la técnica de obtencidn de particulas coloidales Janus, que son particulas
con dos caras o lados de distinta naturaleza quimica o polaridad, es decir, por un lado, puede
tener un caracter hidrofilico y por el otro lado ser lipofilico, y estas son preparadas mediante el

método de pickering emulsion.*°
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A. 0,5% NPs. B. 1% NPs.

C. 2% NPs D. 3% NPs

Figura 9. Imagenes de microscopia éptica de emulsiones aceite mineral/agua con diferentes
concentraciones de AMNPs recién preparadas.

35



7.7. EMULSIONES O/W ESTABILIZADAS CON 10% DE TENSOACTIVOS Y
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NPs

Se prepararon 8 emulsiones utilizando el 10% de la mezcla de tensoactivos correspondiente
(Polisorbato 80 y Monooleato de sorbitan) como base, con diferentes concentraciones de
AMNPs. Exceptuando la muestra 0 como un patrén estdndar de comparacion, donde solo se
utilizé la mezcla de 10% de tensoactivos, se observa que todas las muestras con distintas
concentraciones de AMNPs, resultan estables (Figura 10), pero las que logran mantenerse
estables por méas tiempo son las muestras 6 y 7, ambas con un contenido de 5 % NPs, pero
agitadas a 6.500 rpm y 12.500 rpm, respectivamente. Esto sugiere un efecto sinérgico en la
estabilizacion de un sistema bifasico, dado que los tensoactivos reducen la tension interfacial y
la adiciébn de NPs a una concentracion apropiada (muestras 6 y 7) contribuyen en la
estabilizacion mecanica del globulo.

En la Tabla XII se resumen todos los andlisis realizados y se aprecia la evolucion en el
tiempo de la relacion Hu/Ho, donde la muestra 7 permanece estable hasta 3 horas después de ser

preparada.
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Figura 10. Fotografias de emulsiones preparadas con 10% de tensoactivos y con diferentes
concentraciones de AMNPs. A. Emulsiones recien preparadas. B. Emulsiones a los 60 minutos.
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A. Sin NPs. B. 0,5% NPs.

C. 1% NPs D. 2% NPs

E. 3% NPs F. 4% NPs.

G. 5% NPs. H. 5% NPs. A 12.500 rpm.

Figura 11. Imagenes de microscopia Optica de emulsiones aceite mineral/agua con 10% de
tensoactivos y diferentes concentraciones de AMNPs recién preparadas.

37



Tabla XII. Tabla resumen de anélisis a emulsiones con 10% de tensoactivos y con diferentes
concentraciones de AMNPs

Formacion Hu/Ho | Hu/Ho 1h | Hu/Ho2h | Hu/Ho3h . . Moda .
Muestra | % NPs Microscopio Amplitud
de Emulsiéon inicial después después después (um)

0 0 no 0,9 0,4 Heterogéneo 4 1,4
1 0,5 si 1 0,5 Heterogéneo 6 1
2 1 si 1 0,5 Heterogéneo 5 1,6
3 2 si 1 0,5 Heterogéneo 4 1,4
4 3 si 1 0,8 0,5 Heterogéneo 5 1,2
5 4 si 1 0,9 0,8 Homogéneo 4 0,8
6 5 si 1 1 1 0,9 Homogéneo 4 0,5
7 5 si 1 1 1 1 Homogéneo

Las muestras fueron analizadas por microscopia Optica (Figura 11), donde se observa que se
obtiene un tamafio promedio de globulo de 4 um (Tabla XI), bastante mas pequefio que lo que
se obtuvo al utilizar s6lo AMNPS como emulgente. Asimismo, se evidencia que a pesar de
resultar todas las muestras estables inicialmente (excepto muestra 0), hay una clara coalescencia
en las muestras con 0,5 a 3% de NPs, s6lo en las muestras 5, 6 y 7 se logra un tamafio de glébulo
pequefio y a su vez homogéneo. Cabe mencionar que, a mayor velocidad de agitacion durante
la emulsificacién, se producen mas burbujas de aire, las cuales se evidencian en la muestra 7,
figura 11 H.
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7.8. EMULSIONES O/W ESTABILIZADAS CON 4% DE NPs Y DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE TENSOACTIVO

Se prepararon 7 emulsiones utilizando una concentracion fija de 4% de AMNPs y variando
la concentracion de tensoactivos. Para todas se utilizé una agitacion de 12.500 rpm (Figura 12).

Como se menciond previamente en el item 10.5, para un globulo de tamafio 12 pm se
necesitaria en forma teorica un 4% de AMNPSs, sin embargo, en forma practica al preparar esta
emulsion bajo una agitacion de 6.500 rpm, esta no resulta estable, obteniéndose un tamafio de
glébulo mayor. Al utilizar una mayor agitacion se logra un tamafio menor de globulo, resultando
estable inicialmente, pero que no perdura en el tiempo. Como se puede ver en la Tabla XIlI, con
la evolucion en el tiempo de la relacion Hu/Ho, a los 60 minutos esta relacion se redujo
rapidamente a la mitad. De este modo, se fija la concentracion de 4% de NPs como patrén
(muestra 0), para comparar las muestras preparadas con diferentes concentraciones de
tensoactivos.

Como se muestra en la Tabla X111, se obtuvo una emulsion estable y que perdura en el tiempo
Unicamente con la muestra 3, en la cual se utilizd 4% de AMNPs con un 50% de tensoactivos
determinado tedricamente. Bajo esta concentracion no se obtuvieron emulsiones estables,

asimismo, sobre un 50% de tensoactivos se logré solo una estabilidad inicial.

B.

Figura 12. Fotografias de emulsiones preparadas con 4% AMNPs y con diferentes
concentraciones de tensoactivos. A. Emulsiones recién preparadas. B. Emulsiones a los 60
minutos.
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Tabla XII1. Tabla resumen de anélisis a diferentes concentraciones de tensoactivos.

Formacionde | Hu/Ho | Hu/Ho1h | Hu/Ho2h
Muestra %T .
Emulsion inicial después después

0 0 si 1 0,5

1 10 no 0,5 0,5

2 30 no 0,8 0,5

3 50 Si 1 1 1

4 70 si 1 0,7 0,6

5 90 Si 1 1 0,9

6 100 si 1 1 0,9

El analisis por microscopia optica (Figura 13) da cuenta que en las muestras bajo el 50% de
tensoactivos se observa un tamafio de globulo heterogéneo, y en concentraciones superiores al
50 %, se evidencian agregados.

Este comportamiento es atribuible al complejo NPs-Tensoactivo que se forma en la interfase
del globulo, y a los diferentes grados de hidrofobicidad de las nanoparticulas en base a la
concentracion del tensoactivo. Es decir, con la concentracion de tensoactivo de la muestra 3, se
logra la formacién de un complejo con una humectacién parcial por ambas fases, pero al superar
esta concentracion, el exceso de moléculas de tensoactivo puede formar multicapas alrededor
de las nanoparticulas y el complejo puede ser dispersado en la fase acuosa.**

De este modo, las condiciones de estabilidad solo pueden ser mejoradas cuando la cantidad
de tensoactivo permite la formacion de una monocapa alrededor de la superficie de
nanoparticulas, lo cual es posible controlando la concentracién de tensoactivo y la relacion de
volumen entre las fases.

Ademas, en este estudio preliminar se utilizd6 una mezcla de tensoactivos no idnicos
(Polisorbato 80 y Monooleato de sorbitan), cuando so6lo se debid utilizar el tensoactivo lipofilico
para lograr un cierto grado de hidrofobicidad del complejo NP-tensoactivo, mediante la
adsorcion del tensoactivo lipofilico a la NP. El no haber realizado esta accién, pudo dificultar

la estabilidad de la emulsion.
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A. 4% NPs Sin tensoactivos. B. con 10% de tensoactivos.

C. con 20% de tensoactivos. D. con 50% de tensoactivos.

E. con 70% de tensoactivos.

G. con 100 % de tensoactivos.

Figura 13. Imagenes de microscopia éptica de emulsiones aceite mineral/agua con 4% de
AMNPs y diferentes concentraciones de tensoactivo recién preparadas.
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7.9. ESTABILIZACION DE VITAMINA E, EN LA FASE INTERNA DE UNA
EMULSION O/W

Para estabilizar vitamina E en la fase interna de una emulsion o/w, se prepararon 3
emulsiones utilizando aceite mineral, alcohol cetilico y monoestearato de glicerilo neutro como
fase grasa, las cuales fueron elaboradas utilizando una agitacion de 12.500 rpm. En la muestra
1 sélo se utiliz6 una mezcla de tensoactivos no ionicos al 100 % de lo requerido para su
estabilidad. En la muestra 2 se utilizé una mezcla de 50 % de tensoactivos requeridos y 4 % de
nanoparticulas de silice modificadas con grupo amino. Finalmente, en la muestra 3 se utilizd
una mezcla de 50 % de tensoactivos requeridos y 4 % de nanoparticulas de silice con morina
adsorbida.

Las 3 emulsiones preparadas resultaron fisicamente estables (Figura 14 A), incluso después
de ser sometidas a centrifugacién a 3.500 rpm durante 10 minutos (Figura 15 A). Para evaluar
la estabilidad de forma preliminar, se sometieron a desestabilizacion por envejecimiento,
almacenandolas a temperatura ambiente durante dos meses, asi también, luego de este periodo
de tiempo se sometieron a centrifugacion, permaneciendo estables en ambos ensayos (Figura 14
B y 15 B, respectivamente). Cabe destacar, que solo se logré una desestabilizacion por

temperatura, luego de ser almacenadas a 40 C durante dos meses (Figura 14 C).

A. C.

Figura 14. Fotografias de emulsiones preparadas con 100 % de tensoactivo (1), con 50 % de
tensoactivo y 4 % de AMNPs (2), con 50 % de tensoactivo y 4 % de AMNPs-MOR. A)
Emulsiones recién preparadas. B) Emulsiones almacenadas a temperatura ambiente, luego de
dos meses. C) Emulsiones almacenadas a 40 C luego de dos meses.
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A

Figura 15. Fotografias de las muestras luego de ser sometidas a centrifugacion a 3.500 rpm
durante 10 minutos. A) Recién preparadas. B) Luego de dos meses almacenadas a temperatura
ambiente.

La estabilidad observada en el estudio anterior, también quedé comprobada con el analisis
por microscopia optica de estas emulsiones. La Figura 16 muestra la microscopia de emulsiones
preparadas con el 100 % del tensoactivo (1), con el 50 % del tensoactivo y 4 % de AMNPs (2),
con 50 % de tensoactivo y 4 % de AMNPs-MOR, evaluadas a distintos tiempos (recién
preparadas, emulsiones almacenadas a temperatura ambiente y luego de dos meses) y también
en condiciones aceleradas a 40 C luego de dos meses, comprobandose que existe una alta
estabilidad de los glébulos en las pruebas a temperatura ambiente y solo presentando una

alteracion leve de estos en las pruebas realizadas a 40° C luego de dos meses.
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Figura 16. Imagenes de microscopia Optica de emulsiones preparadas con 100 % de tensoactivo
(1), con 50 % de tensoactivo y 4 % de AMNPs (2), con 50 % de tensoactivo y 4 % de AMNPs-
MOR. A) Emulsiones recién preparadas. B) Emulsiones almacenadas a temperatura ambiente,
luego de dos meses. C) Emulsiones almacenadas a 40 C luego de dos meses.
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10.9.1. ESTABILIZACION QUIMICA DE LAS EMULSIONES: ESTUDIO
PRELIMINAR DEL EFECTO PROTECTOR DE LAS NANOPARTICULAS
CON MORINA ADSORBIDA SOBRE LA DEGRADACION DE VITAMINA
E.

Se evalu6 en forma preliminar la estabilidad de la vitamina E, monitoreando por HPLC su
consumo, en tres emulsiones preparadas con 1.-mezcla de 100% de tensoactivos, 2.- 50% de
tensoactivos mas 4% de nanoparticulas modificadas con grupo amino y 3.- 50% de tensoactivos
mas 4% de nanoparticulas con morina adsorbida. El efecto de la adicién de nanoparticulas con
morina se evaluo en funcién de la variacién del contenido de Vitamina E en comparacién con
el determinado en las emulsiones preparadas con tensoactivos y con nanoparticulas sin morina

adsorbida.

DADT A, Sig=290,4 Ref=360,100
maL

[J\«A_»

Figura 17. Cromatograma tipico de Vitamina E extraida de las emulsiones preparadas.
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Bajo las condiciones cromatograficas sefialadas en la metodologia, el cromatograma tipico
de las muestras extraidas (Figura 17) exhibe una sefial bien definida que presenta un tiempo de

retencién de 11,85 minutos.

Del analisis de los resultados, podemos indicar lo siguiente:

o Las muestras analizadas correspondientes a las 3 emulsiones, en condiciones iniciales
(tiempo de 24 horas luego de fabricada, a temperatura ambiente y sin adicién de agua
oxigenada) presentan un peak de area promedio de 120 UA.

o Para la muestra con tensoactivos, evaluada a temperatura ambiente 1 semana después, el
contenido de vitamina E disminuye en un 12%.

o Al adicionar agua oxigenada a la muestra 1 (temperatura ambiente, 24 horas) el contenido
de vitamina E disminuye un 16%.

o Sometida la muestra 1 con perdxido y en condiciones aceleradas (40 C) la disminucion de
la vitamina E es de 19%.

o Evaluada la muestra 2 que contiene NPs con grupo aminopropil en su superficie, se
determina que luego de 24 horas con la adicién de agua oxigenada, muestras evaluadas a
temperatura ambiente y a 40 C, disminuyen su contenido de vitamina E en 5,4 y 23%,
respectivamente. Sin embargo, estos valores presentan una mayor variacién que otras
determinaciones.

o Finalmente, los resultados para las emulsiones de mayor interés para este estudio, las
cuales contienen NPs con morina adsorbida, muestran que luego de 24 horas con la
adicion de agua oxigenada, muestras evaluadas a temperatura ambiente y a 40 C,

disminuyen su contenido de vitamina E en 9,6 y 7,1%, respectivamente.

Estos resultados, aunque preliminares, son promisorios dado que muestran que las
nanoparticulas de silice con el flavonoide morina adsorbido en su superficie, tienen efecto sobre
la estabilidad quimica de emulsiones o/w, protegiendo a la degradacion de la Vitamina E
contenida en el globulo oleoso.
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8. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas mesoporosas de silice funcionalizadas con un grupo aminopropil

permitieron en forma simple y eficiente, adsorber el flavonoide morina.

Se realiz6 un disefio experimental para la fabricacion de las formulaciones que permitio
identificar las condiciones Gptimas para la obtencidn de emulsiones preparadas a base de aceite
mineral y agua, sin embargo, dadas las condiciones de trabajo, se decidi6 modificar las

condiciones sugeridas con la finalidad de obtener una formulacion de 10 g en un vial de 20 mL.

Las nanoparticulas mesoporosas de silice modificadas superficialmente con grupo
aminopropil, utilizadas como Unico emulgente en una emulsion o/w, no logran mantener la
estabilidad fisica de ésta durante un tiempo razonable. Se postula que para conseguir una
emulsidn estable utilizando sélo nanoparticulas como emulgente, estas podrian ser modificadas
cambiando el tipo de funcionalizacion por uno més lipofilico o también se podria cambiar la
fase oleosa, por una con mayor viscosidad para que otorgue un mayor soporte a las

nanoparticulas.

Al utilizar tensoactivos no idnicos y nanoparticulas de silice superficialmente modificadas con
grupo amino, a una concentracion apropiada, se logra un efecto sinérgico en la estabilizacion
de un sistema bifasico que permite la formacién de una monocapa alrededor de la superficie de

las nanoparticulas.

El estudio preliminar para evaluar la capacidad de otorgar estabilidad quimica a una emulsion
revelo resultados promisorios, dado que se genera un efecto protector frente a la degradacién de
la vitamina E contenida en el glébulo, lo cual permite tener un precedente importante para

utilizarlo como estabilizante.
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