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IHI. GLOSARIO

CA: Acido Carminico

VE: Vitamina E

VA: Vitamina A

SNP: Nanoparticula sélida.

MSNP: Nanoparticula mesoporosa.

AMSNP: Nanoparticula mesoporosa modificada con grupo aminopropil en la
superficie.

CMSNP: Nanoparticula con centro sélido y corona mesoporosa (core- shell).
ACMSNP: Nanoparticula con centro solido y corona mesoporosa modificada con
grupo aminopropil.

ACMSNP-CA: Nanoparticula con centro solido y corona mesoporosa modificada
con grupo aminopropil y luego conjugada con acido carminico.

E-VE: Emulsion con Vitamina E (sin nanoparticulas).

E-VA: Emulsion con Vitamina A (sin nanoparticulas).

E-VE-NH;: Emulsion con vitamina E y nanoparticulas con centro s6lido y corona
mesoporosa (core-shell), con superficie modificada con grupo aminopropil
(ACMSNP).

E-VA-NH;: Emulsion con vitamina A y nanoparticulas con centro s6lido y corona
mesoporosa (core-shell), con superficie modificada con grupo aminopropil
(ACMSNP).

E-VE-CA: Emulsion con vitamina E y nanoparticulas con centro sélido y corona
mesoporosa (core-shell), con superficie modificada con grupo aminopropil y
posteriormente conjugada con 4cido carminico (ACMSNP-CA).

E-VA-CA: Emulsion con vitamina A y nanoparticulas con centro sélido y corona
mesoporosa (core-shell), con superficie modificada con grupo aminopropil y
posteriormente conjugada con 4cido carminico (ACMSNP-CA).

E14: Emulsion preparada con la formulacion N° 14.
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IV. RESUMEN

Los materiales hibridos constituidos por pigmentos naturales y sintéticos incorporados

a matrices inorgénicas, son de gran interés para la industria quimica, cosmética y alimentaria,
pues se ha demostrado que mejoran la resistencia y estabilidad quimica de los pigmentos.
Uno de los pigmentos mas utilizado en la industria cosmética, corresponde al &acido
carminico, compuesto polifendlico de origen natural que otorga a los productos que lo
contienen, un caracteristico color rojo y ademas, otorgaria proteccion frente a la oxidacion.
Diversos estudios muestran que es posible la adsorcién y conjugacion entre polifenoles
naturales, con actividad antioxidante, y nanomateriales de silice, sin perder la capacidad
antioxidante del polifenol, ni estabilidad de este nanomaterial.
El objetivo de este trabajo es preparar y caracterizar un nanomaterial bifuncional,
antioxidante y colorante, basado en una nanoparticula de silice core-shell, con un centro de
silice solido (core) y una capa externa (shell) mesoporosa. La capa mesoporosa se modificd
con un grupo aminopropil, y posteriormente se conjug6 con acido carminico (CA), Luego,
¢ésta fue incorporada en una emulsion o/w para evaluar sus propiedades como colorante y
capacidad antioxidante, determinando una mejora en la estabilidad quimica de un compuesto
biactivo incorporado en la fase oleosa del sistema, utilizando, en este caso, vitamina E como
modelo lipofilico.

Uno de los ambitos de estudio de las nanoparticulas de silice son las emulsiones de
“Pickering”, emulsiones estabilizadas mediante particulas solidas, en este caso
nanoparticulas de silice, capaces de ubicarse en la interfase. Una de las ventajas de las
nanoparticulas core-shell de silice, es que el centro sélido otorga una densidad suficiente,
que permite a la nanoparticula mantener su ubicacion en la interfase de la emulsion. Otra
ventaja, es la capacidad que tiene la capa mesoporosa modificada, de inmovilizar, mediante
la adsorcion o la formacion de un enlace covalente a compuestos bioactivos.

El enlace covalente, entre el CA y el grupo aminopropil, se obtuvo utilizando
EDC/NHS como activantes, obteniendo nanoparticulas esféricas de tamafio homogéneo igual
a 182 nm. Al adicionar el nanomaterial en la emulsion, esta adquiridé un atractivo color
rosado. Al evaluar la capacidad antioxidante de este sistema, se observo una disminucion en
el consumo vitamina E, permitiendo considerar este nanomaterial, como nanoexcipiente

bifuncional, capaz de conferir propiedades antioxidantes y color.
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V. SUMMARY

Hybrid materials constituted by natural and synthetic dyes incoporated into inorganic
matrices, have been of great interest for the chemical, cosmetic and food industry.These
materials have been shown to be able to improve the resistance and chemical stability of the
dyes by several studies. An important dye used by the cosmetic industry is the carminic acid
(CA), anatural polyphenolic compound that confers a characteristic red color to the products,
and also would provide protection against oxidation. Several studies show that the adsortion
and grafting between natural polyphenols with antioxidant capacity, and silica nanomaterial
is possible, without loosing the polyphenol antioxidant activity or stability.

The aim of this work is to prepare and characterize a bifunctional dye-antioxidant
nanomaterial based carminic acid (CA) decorated solid core-mesoporous shell silica
nanoparticles. The CA nanoparticles were incorporated into an o/w emulsion containing
vitamin E as lipophilic bioactive compound, and its properties as a dye and as an antioxidant
chemical stabilization capacity was evaluated, by determining the vitamin E consumption
with and without the addition of the CA nanomaterial, under forced temperature and
oxidation conditions.

Silica nanoparticles have been largely used to stabilize Pickering emulsions, which are
stabilized by the presence at the interface of solid particles instead of a surfactant. One of the
advantages of the core-shell silica nanoparticles is the solid core providing enough density to
allow the nanoparticle to remain at the emulsion interface. Another advantage is that the
mesoporous shell improves the immobilization, either by adsorption or by covalent linking
of: dyes, antioxidants, drugs or other bioactive compounds, adding a new function to the
nanoparticle. Grafting of carminic acid (CA) to core-shell nanoparticles was achieved by
using EDC/NHS as coupling agents. The resulting nanoparticles were spherical and
homogeneously sized, (around 182 nm of diameter). A notorious change of emulsion color
was observed when the nanomaterial was added. The nanomaterial incorporation also
improved chemical stability. The decrease of vitamin E consumption, demonstrated a
considerable antioxidant effect for the developed nanomaterial. These results allow to
consider this nanomaterial as a bifunctional dye-antioxidant nanoexcipient when

incorporated into a w/o emulsion.



1. INTRODUCCION

Una emulsion es un sistema disperso, formado por una mezcla de dos o mas liquidos
inmiscibles, que constituyen un sistema heterogéneo (dos o mas fases), en el cual una se
dispersa uniformemente en la otra en forma de globulo, denomindndose cada una, fase interna
(discontinua o dispersa) y fase externa (continua o dispersante), respectivamente [1, 2, 4].
Las emulsiones son inestables desde el punto de vista termodindmico, ya que al dispersarse
un liquido inmiscible en otro, en forma de gotas pequefias, se produce un aumento en el area
interfacial entre ambas fases, produciéndose un aumento en la energia libre, y en
consecuencia, el sistema tenderd a recuperar su estado inicial de menor energia, agrupando
asi los globulos hasta fusionarlos (coalescencia) y formar nuevamente dos fases inmiscibles
con menor area interfacial [3, 4]. Usualmente, las fases que componen una emulsion son
aceite, o una disolucion orgénica, y agua, o una disolucioén acuosa. Se denomina emulsion
aceite en agua (o/w), si glébulos de aceite se encuentran dispersos en agua o; agua en aceite
(w/0), si el agua esta dispersa en aceite. Se han descrito también sistemas trifasicos, en los
que el agua se dispersa en aceite y este a su vez en agua, formando un sistema de tipo agua

en aceite en agua (w/o/w) y también se pueden formar sistemas (o/w/o) [3, 4, 5].

Incorporando un tercer componente, denominado emulsificante, es posible estabilizar el
sistema, ya que es capaz de formar un film o capa alrededor de los globulos impidiendo la
coalescencia [6]. Existen diferentes tipos de emulsificantes, y dependiendo de su mecanismo,
se pueden clasificar en 3 grupos: agentes tensoactivos, coloides hidrofilicos y sélidos
finamente divididos [4, 6, 10]. El emulsificante estabiliza la emulsiéon permitiendo una

aplicacion practica.

Las emulsiones son ampliamente utilizadas en la industria cosmética, farmacéutica y
alimentaria. En la industria farmacéutica se utilizan como vehiculo para sustancias o
farmacos que, por su solubilidad, su estabilidad, sus pobres caracteristicas organolépticas
(mal sabor u olor) entre otras razones, son de dificil administracion, permiten elaborar
formulaciones parenterales con farmacos liposolubles, o mejorar la biodisponibilidad de

farmacos de administracion topica [7].



Las emulsiones son versatiles y de acuerdo al uso deseado, pueden formularse para
obtener un aspecto, una viscosidad o una textura determinadas; pueden ser fluidas,
semisolidas, coloreadas, opacas, brillantes, etc. Esta cualidad permite a la industria cosmética
elaborar productos con caracteristicas sensoriales y organolépticas muy diversas y

especificas [2, 8, 9].

En cuanto al método de elaboracion y su relacion con el tamafio del globulo, se debe
controlar la temperatura, velocidad y tiempo de agitacion durante la emulsificacion,
velocidad de enfriamiento y considerar la eleccion del equipo a utilizar [7]. La eleccion del
emulsificante determina la estabilidad, e influye en el tipo de emulsion que se formara (o/w
6 w/0). Si este es mas soluble en la fase acuosa, es probable que la emulsion resultante sea
o/w; si es mas soluble en la fase oleosa esta sera w/o. Sin embargo, también dependera de las
cantidades relativas de fase oleosa y acuosa en la emulsion [4, 6]. Los componentes de la
fase oleosa estan estrechamente relacionados con la viscosidad y con la percepcion sensorial
de la emulsion (al aplicar la emulsion). Adicionalmente, el tamafio de globulo determina la
apariencia de la emulsion, y dependiendo de este, las emulsiones se pueden clasificar en
macroemulsiones, que poseen un tamafio de glébulo entre 0,1 y 10 um, por lo que son opacas
y de color blanco, mientras que las microemulsiones tienen tamafios de globulos entre 10 y

200 nm, y tienen una apariencia de un liquido o gel translucido [6].

Considerando que son de uso farmacéutico, cosmético y alimentario, se debe procurar
elaborar productos seguros y eficaces, manteniendo las cualidades iniciales, la estabilidad de

las sustancias activas y el efecto para el cual fueron formulados [3, 8, 14].

1.1 EMULSIFICANTES

Los emulsficantes pueden estabilizar la emulsion a través de diferentes mecanismos y
cada uno con diferentes caracteristicas y ventajas. El primer grupo corresponde a los agentes
tensoactivos, moléculas de caricter anfifilico, capaces de ubicarse entre ambas fases,
reduciendo la tension interfacial [4, 6]. Los tensoactivos pueden ser de caracter idnico o no

i6nico, y pueden ser mds o menos solubles, en la fase oleosa o en la fase acuosa [6]. El



emulsificante se elige en relacion a la composicion de la fase oleosa y al valor del balance
hidrofilo-lipofilo (BHL) de ésta. El valor de BHL del tensoactivo, o el BHL resultante de una
combinacion de tensoactivos, debe ser igual al BHL que posee la fase oleosa [7]. Un segundo
tipo de emulsificante, son los coloides hidrofilicos, que en una emulsion o/w, forman un film
multimolecular alrededor del globulo. Estos pueden aumentar la viscosidad del sistema,
contribuyendo a mejorar la estabilidad de la emulsion [4, 6]. Un tercer grupo, corresponde a
los solidos finamente divididos, particulas capaces de adsorberse en la interfase de los
liquidos inmiscibles que conforman la emulsion, formando una capa densa, muy estable a la
coalescencia. Se adsorben en la fase grasa o acuosa, dependiendo del d&ngulo de contacto que
se forme entre la particula y el medio [11, 15]. Este tipo de emulsiones, se denomina
“emulsiones de Pickering”, dado el investigador que las desarrolld o simplemente
denominadas “Emulsiones Pickering”. Las emulsiones “Pickering” tienen ventajas que las
convierten en una alternativa a las emulsiones estabilizadas con tensoactivos, considerando

la asociacion de estos a efectos irritantes sobre la piel [10, 12, 15y 16].

1.2 ESTABILIDAD DE EMULSIONES

La inestabilidad de las emulsiones puede tener su origen en diferentes fenémenos fisicos
y quimicos. Los fenémenos fisicos que las originan son 4, y corresponden al crecimiento o
maduraciéon de Ostwald, el creaming o cremado, la floculacion y la coalescencia. El
crecimiento de Ostwald es un fenémeno en el cual las gotas mas pequefias se disuelven y se
fusionan en otra gota mas grande, aumentando su tamafio. Es posible evitarlo si se obtiene

una distribucion homogénea de este [6, 7].

El cremado es un proceso en el cual los globulos de la fase se desplazan hacia la
superficie de la emulsion, cuando la densidad de estos es menor que la densidad de la fase
dispersante; o si su densidad es mayor a la de la fase dispersante, sedimentan producto de la
gravedad (caking) [2, 4]. Este fendmeno se puede aminorar, aumentando la viscosidad de la
emulsion y asi disminuir la velocidad con la que los globulos difunden a través de esta;
también, disminuyendo el tamafio de globulo; y evitando grandes diferencias entre las

densidades de ambas fases [4]. Otro fendémeno de inestabilidad es la floculacion, en el cual



los globulos se agregan acelerando el proceso de cremado, pero sin perder su forma. Este
fenomeno puede ser revertido redispersando los globulos, y puede ser evitado, recurriendo a
la estabilizacion electroestatica y estérica, utilizando tensoactivos idnicos o tensoactivos no

i6nicos con un grupo hidrofilico voluminoso (emulsién o/w) [2, 6, 7].

Los diferentes fendmenos que provocan inestabilidad pueden presentarse en forma
simultanea, y particularmente la floculacion, es un proceso que puede ocurrir previo al
fenomeno de cremado, y este a su vez, puede ser anterior a la coalescencia [6]. A diferencia
de la floculacion y el cremado, la coalescencia es un proceso irreversible, en el cual dos o
mas gotas se fusionan para formar una sola. Al aproximarse una gota a otra, por difusion, la
distancia entre ambas disminuye, hasta fusionarse formando gotas més grandes, que generan
finalmente la separacion total de las fases. Este fendmeno esponténeo, eventualmente llevara
a la emulsion a su estado inicial de dos fases inmiscibles. Para evitar la coalescencia se puede
modificar el tensoactivo, incorporar cristales liquidos para evitar el acercamiento de dos
gotas, aumentar la viscosidad, o utilizar otro tipo emulsificante, como los sélidos finamente

divididos, los cuales son buenos estabilizadores frente a la coalescencia [6, 11].

Las emulsiones también pueden presentar inestabilidades quimicas, debido a
incompatibilidades entre los diferentes componentes en ella. Un componente puede afectar
la solubilidad de otro, o si bioactivos fotosensibles han sido incorporados en la emulsion,
estos pueden degradarse facilmente, perdiendo su actividad [7]. También, existen reacciones
que dan cuenta de incompatibilidades, como reacciones acido-base y de oxidacion. Las
emulsiones suelen estar constituidas por mezclas de aceites o grasas, derivados de acidos
grasos, que pueden oxidarse facilmente, perdiendo sus caracteristicas organolépticas. Estas
reacciones de oxidacion se favorecen en presencia de oxigeno [7]. Para evitar este tipo de
inestabilidades se incorporan agentes antioxidantes como el butilhidroxitolueno, o quelantes,
como el EDTA, capaces de secuestrar metales responsables de la oxidacién [7]. Las
emulsiones tienen un importante porcentaje de agua por lo que se incorporan conservantes
para prevenir el desarrollo de microrganismos. Los conservantes requieren especial cuidado
en el control de pH pues su efectividad puede verse disminuida si no es el adecuado [13].
Existen diferentes ensayos que permiten caracterizar una emulsion y evaluar la estabilidad

de ésta [13].



1.3 CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES

Existen diferentes metodologias que permiten evaluar si una emulsion cumple con las
cualidades que debe poseer, y si es segura para el uso final que se le dard. Realizar una
inspeccion visual de la emulsion permite caracterizar el color y el aspecto, presencia de
separacion de fases o cremado. Se evalua el olor, que podria también, indicar presencia de
enranciamiento de los componentes grasos. Otras evaluaciones son: la determinacion del tipo
de emulsidn, el tamano de globulo y su distribucion, reologia y pH, entre otros. El tamafo de
glébulo y su distribucion estan asociados a la presencia de inestabilidades, pues determina la
posible aparicion de fendomenos como la floculacion, cremado o coalescencia [13]. Otro
atributo a caracterizar es la reologia, que depende del comportamiento del flujo del sistema,
pues determina la forma de aplicacion y eleccion del envase para la emulsion. Un cambio en
la reologia también podria ser indicativo de inestabilidad, por lo que se incluye en el control
de calidad y se evaltia midiendo la viscosidad utilizando un viscosimetro. Por otra parte, el
pH debe ser controlado, pues esta asociado a la finalidad deseada de la emulsion, debera
mantener un pH 5 si la emulsion se aplicard en la piel, ademds, cambios en el pH pueden
alterar la solubilidad y estabilidad de otras componentes. Finalmente se deben realizar
estudios de estabilidad acelerada, en los cuales la emulsion se expone a condiciones
exageradas, las que incluyen ciclos de alta y baja temperatura, frente a las cuales la emulsion
deberd mantener las caracteristicas establecidas a través de los controles mencionados

anteriormente.

1.4 INDUSTRIA COSMETICA

Las emulsiones, en forma de lociones (liquidas) y cremas (semiso6lidas) son las més
comunes preparaciones cosméticas, mejoran la hidratacion y suavidad de la piel, son faciles
de utilizar, poseen un sensorial agradable y entregan sustancias bioactivas que mejoran las
caracteristicas propias de la piel o cabello [6]. A diferencia de la industria farmacéutica, en
el mercado cosmético es imprescindible elaborar un producto con caracteristicas

organolépticas satisfactorias para los consumidores. El formulador debe seleccionar los



componentes de la emulsion, considerando el uso del producto y estabilidad, pero también,
atributos como el color, olor, textura, fluidez, extensibilidad, brillo, pigmentacién sobre la
piel, sensacion al tomar el producto desde su envase (pick up), consistencia durante la
aplicacion (rub out) y la posterior sensacion que deja en la piel (afterfeel). El producto debe
lograr el beneficio que dicen tener (claim), considerar el tipo de piel del usuario y
caracteristicas adicionales como ‘“a prueba de agua” o “larga duracién”. Las cremas y
lociones, ademas del emulsificante, estdn constituidas por emolientes, humectantes, agentes
viscosantes, colorantes, preservantes, antioxidantes y perfume, pero también contienen
activos cosméticos como vitaminas y antioxidantes, filtros solares, hidratantes, activos

antiage, entre muchos otros.

Las caracteristicas sensoriales (tacto) estan determinadas por los emolientes de la
emulsion. Emolientes polares como aceite de macadamia, permite aumentar la
extensibilidad, mientras que aceites apolares como parafina son ocluyentes por lo que
aumentan la retencion de agua en la piel, pero disminuye la extensibilidad del producto sobre
esta [51, 25]. El uso de grasas de mayor punto de fusion como parafina sélida, formara
emulsiones con consistencia semisolida. También se pueden incorporar polimeros
hidrofilicos como gomas en la fase acuosa, lo que aumenta eficientemente la viscosidad, pero
afectara el sensorial formando una crema mas pegote. Los antioxidantes en las emulsiones,
y en otros productos cosméticos, permiten conservar activos como acidos grasos o vitaminas
[26]. Existen antioxidantes de diferente naturaleza y caracteristicas y su eleccion dependera
de la aplicacion y la compatibilidad con la formulacion. Igualmente, los colorantes son de
importancia en productos cosméticos e imprescindibles en productos decorativos, existen
organicos, inorganicos y naturales. Su eleccion dependera entre otras cosas, de la solubilidad
y el area de aplicacion (ojos, labios, rostro, cuerpo, etc.), esta ultima se debe ajustar a las
regulaciones de cada pais, que determina el area y tipo producto en el que se permite su uso.
Un ejemplo en la gama de los rojos es el acido carminico, un colorante organico muy

utilizado en cosméticos y alimentos [17, 18 y 19].

Un ultimo aspecto de la industria cosmética, es que esta debe seguir las tendencias de

consumo del mercado y considerarlas en el desarrollo del producto. Algunas tendencias de



hoy son “Cosmética natural” o “Amigables con el medio ambiente”; otras, promueven la

exclusion de ciertos componentes como por ejemplo parabenos y se denominan “libres de...”
« - . . )

0 “... free” e incluso existen tendencias que promueven cambios en los procesos de

fabricacion o evaluacion de la seguridad, como “libres de maltrato animal” o “cruelty free”;

y aquellas que buscan la disminucion de la huella de carbono en la elaboracién de un producto

[21].

1.5 EMULSIONES PICKERING

Las emulsiones Pickering, a diferencia de las emulsiones clasicas estabilizadas con
tensoactivos, son estabilizadas por particulas solidas que se ubican en la interfase. Esto les
confiere el cardcter de “free surfactant” o “libres de tensactivos”, lo que las hace atractivas
para la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, debido a la tendencia de disminuir el
uso de tensoactivos, actualmente cuestionados por afectar la funcién barrera de la piel,
causando irritacion en ella [21, 22]. Otras ventajas de interés de las emulsiones Pickering, es
su gran estabilidad a la coalescencia y el crecimiento de Oswald, dado que ofrecen una
estabilidad mecénica en la interfase y, por otro lado, también permiten incorporar
funcionalidad dependiendo de las propiedades de la particula misma [16, 23]. Tanto la
industria cosmética como la farmacéutica y alimentaria, han aprovechado las ventajas de
estas emulsiones [24]. Los globulos son estables a la coalescencia porque la energia cinética
de ellos, al colisionar entre si, es insuficiente para remover las particulas. Las emulsiones
Pickering, de aplicacion biomédica, suelen utilizar particulas inorgénicas como la silice, u
organicas basadas en polimeros, como polimeros de acido lactico-co-glicélico (PLGA),
celulosa, almidon, entre otros [23, 10, 11]. Dependiendo del caracter de la particula escogida,
se pueden obtener emulsificantes biodegradables, que también son atractivos, debido a la

tendencia de fabricar productos amigables con el medio ambiente [21, 23].

Las particulas se mojan en forma parcial por el liquido de cada fase [23]. La emulsion
formada serd aceite en agua, o agua en aceite (w/o0), dependiendo de la afinidad de esta por
cualquiera de las fases. Si la particula es parcialmente mas hidrofilica, forma un angulo
menor a 90° con la fase acuosa, y se formara una emulsioén aceite en agua (o/w), en caso

contrario, si la particula es parcialmente mas hidrofobica, con un angulo menor a 90° entre la



particula y la fase oleosa, se formara una emulsion w/o. Si la particula posee una afinidad
muy marcada por cualquiera de las fases, no sera posible estabilizar la emulsion. Sin
embargo, existen otros factores que pueden influir en la estabilidad, como la concentracion
de la particula, su forma, caracteristicas de la superficie y su tamafo, ademas del pH y la

fuerza i6nica del medio [1, 23]. En la Figura 1 se muestra un esquema de una emulsion

Pickering.
Interfase -
o Particulas
2| [y |
S

Figura 1. Esquema de una emulsion Pickering

1.6 NANOPARTICULAS DE SIiLICE Y SU USO

Una amplia variedad de materiales se ha empleado para desarrollar emulsiones Pickering
[27,28]. Uno de los mas destacados corresponde a la silice (Si0O,), sistema ideal para investigar
reacciones interfaciales que involucran especies generadas fotoquimicamente porque son
facilmente funcionalizables, son dpticamente transparente y tienen un area especifica elevada
[33]. En las ultimas décadas, la utilizacion de nanoparticulas de silice (SNPs), como sistemas
de administracion de fArmacos, ha sido de interés en la investigacion farmacéutica. Diversos
estudios han demostrado que los vehiculos porosos de silice podrian ser utilizados en el
desarrollo de formas farmacéuticas para moléculas de baja solubilidad en agua [34]. Esto,
debido a que las nanoparticulas de silice poseen caracteristicas Unicas, tales como: facilidad
de preparacion, una apropiada biocompatibilidad (via topica), gran area superficial especifica,
un volumen de poros y un tamafio de poro regulable, con una distribucion estrecha,
presentando también alta estabilidad quimica y fisica [35]. La presencia de poros permite una
gran area superficial, la cual puede ser modificada con relativa facilidad, posibilitando la
adsorcion, conjugacion y encapsulacion de diversas moléculas de interés farmacolédgico y el
control de su liberacion [36]. Desde que Stober y col. en 1968, desarrollaron un método simple

que permite la obtencion de nanoparticulas de silice, a través de la policondensacion de TEOS



(tetraetilortosilicato) en un medio alcohdlico catalizado por amoniaco, se ha visto un aumento
en los estudios sobre la cinética y elucidacion de mecanismos que expliquen la morfologia y
la incidencia de ciertos pardmetros como temperatura, concentracion de TEOS, amoniaco o
tipo de solvente sobre el tamaio de particula [34, 37-39]. Las nanoparticulas de silice también
se pueden sintetizar como un sistema de dos partes, un centro solido y una capa porosa, lo que

se denomina como nanoparticula core-shell.

1.7 ACIDO CARMINICO

El 4acido carminico (CA) es un colorante organico natural, que pertenece a la familia de
los rojos, y se extrae de un insecto llamado cochinilla (Dactylopius coccus), nativo de Centro
y Sudamérica [29]. Debido a su buena calidad de tincion, seguridad y la preferencia por
colorantes naturales, es muy utilizado en la industria textil, alimentaria y cosmética,
especificamente en los cosméticos decorativos, tipicamente en lapices labiales, y tiene la
ventaja, de poder ser utilizado en el area del ojo [19, 30]. El &cido carminico, como se observa
en la Figura 1 es una hidroxiantraquinona con una cadena lateral de glucosa en la posicion 7.
Posee un 4cido carboxilico en C2, un grupo metilo en C1 y 4 hidroxilos en los carbonos 3, 5,
6y 8 [50]. Los valores reportados de sus pKa son: 5,78; 8,85; 10,27; 11,51 y 3,39; por lo que
en medios con pH mayor a 3 se encontrara cargado negativamente [19, 31]. En solucién y a
pH menor a 2 adquiere un color amarillo, mientras que a pH mayor a 7 un color violeta. Es
soluble en agua, alcohol y soluciones alcalinas, e insoluble en éter, benceno y cloroformo
[53]. Se ha reportado su capacidad antiviral y antitumoral, ademas de una importante
actividad antiradicalaria [30]. En el trabajo de Guo-Xiang Li y col. se evaluo la capacidad
antioxidante del 4cido carminico para proteger el DNA vy eritrocitos contra el efecto oxidativo
inducido por AAPH, determinando que, cada molécula de &cido carminico atrapa casi 3
radicales peroxilos y disminuye la velocidad de formacién de TBARS [32]. Célculos tedricos
prueban que el hidroxilo de la posicidon 6 participa en el atrapamiento del radical perixoil.
Nazareno y col. reportaron una importante actividad radicalaria frente a DPPH y ABTS como

agentes oxidantes, comparable con el acido ascorbico y quercetina. Estos resultados, desde



el punto de vista tecnoldgico, permiten considerar al CA como compuesto bifuncional,

utilizandose como colorante y a la vez que como antioxidante.

OH 0

Figura 2. Estructura quimica del dcido carminico.

1.8 VITAMINA E

La vitamina E (a-tocoferol) es uno compuesto muy utilizado en productos cosméticos
destinados a prevenir el envejecimiento de la piel (cosméticos antiage) Es un antioxidante
liposoluble que juega un papel clave en la proteccion de las membranas celulares contra la
peroxidacion causada por los radicales libres y en la reduccion de la fotocarcinogénesis [47].
Thiele y col. concluyeron que el a-tocoferol es uno de los mejores antioxidantes en la
epidermis de los humanos, y que su deplecion es un marcador temprano y sensible del dafio
oxidativo generado por el ambiente [48]. La vitamina E se encuentra disponible tanto en su
forma de alcohol libre como de su éster, sin embargo, los beneficios en una emulsion que

contiene vitamina E dependen de la concentracion pero también su estabilidad en ella.

CHs CHj

HO

HaC CHj

CH3

Figura 3. Estructura quimica de la vitamina E (a-tocoferol).
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1.9 VITAMINA A

La vitamina A (trans retinol) y sus derivados naturales como el retinolaldehido, el 4cido
retinoico y algunos ésteres de retinol, asi como otros derivados sintéticos, pertenecen a una
clase de compuestos llamados “retinoides” EI retinol es una molécula de 20 atomos de
carbono que contiene un anillo ciclohexenil, una cadena lateral con cuatro dobles enlaces
(todos en configuracion trans) y un alcohol como grupo terminal. Todos los retinoles trans,
con dobles enlaces de la cadena lateral isoprenoide en configuracion trans, sufren reacciones
de degradacion caracteristicas de sus dobles enlaces, lo que resulta en una pérdida total o
parcial de la bioactividad de la vitamina A [40, 41]. La vitamina A es esencial para el
desarrollo de mamiferos, para la vision, sistema inmune y diferenciacion del tejido epitelial.
En productos farmacéuticos, la vitamina A ha sido ampliamente utilizada debido a que es
crucial para el control de la queratinizacion normal de la piel [40-43]. Semenzato y col.
investigaron la relacion entre estabilidad fisica de una emulsion o/w y la estabilidad quimica
del palmitato de retinol, concluyendo que la estabilidad de este compuesto depende

estrictamente de la estabilidad de la formulacion [45].

H3C CH3

- 3 \/M\
OH

CH3

Figura 4. Estructura quimica del retinol.

H3C CH3
H3C CH3

O(CH,)14CH;

CHgj

Figura 5. Estructura quimica del palmitato de retinol.
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2. DESCRIPCION DE LA PROPUESTA

Las emulsiones Pickering estabilizadas con particulas adsorbidas en la interfase son mas
estables a la coalescencia ya que son capaces de estabilizar mecanicamente el globulo,
ademds las particulas tienen la ventaja de que pueden ser modificadas, adquiriendo
funcionalidad. Las emulsiones Pickering de uso topico han demostrado mejorar la absorcion
del activo incorporado y al ser libre de tensoactivos, se evita la irritacion que estos producen.
Las nanoparticulas de silice han sido ampliamente utilizadas en emulsiones Pickering,
pudiéndose modificar su superficie y asi posteriormente funcionalizarlas para distintos
propositos. Las emulsiones cosméticas requieren la adicion de colorantes, y de antioxidantes
para mejorar la estabilidad de sus activos y de la fase oleosa. Considerando la tendencia de
desarrollar productos de origen natural, el 4cido carminico, un colorante natural de color rojo
intenso y muy utilizado en la industria cosmética, es seguro y ha demostrado poseer

propiedades antioxidantes. Dados estos antecedentes, en esta tesis se propone elaborar

nanoparticulas de silice de tipo core-shell, modificadas previamente con un grupo

aminopropil y posteriormente, conjugarlas con acido carminico e incorporarlas en

emulsiones o/w, con el objetivo de evaluar su capacidad antioxidante vy colorante. Se

incluird, en la fase interna, vitamina A o vitamina E, como modelos de activos liposolubles,
ya que son sensibles a la oxidaciéon y muy utilizados en los productos antiage por sus
propiedades antioxidantes. En el ensayo de oxidacion, se utilizard como antioxidante H,O»,
a diferentes concentraciones, realizando este ensayo a temperatura ambiente y a 40 °C. Con
este trabajo se busca obtener un nanoexcipiente bifuncional capaz de mejorar la estabilidad
de la emulsion, disminuir la degradacion de las vitaminas, conferir color a esta y aprovechar

las ventajas de una emulsion Pickering.
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3. HIPOTESIS

El 4cido carminico conjugado a una nanoparticula de silice modificada proveerd un

nuevo nanomaterial (antioxidante y colorante) que incorporado en una emulsion Pickering

o/w aumentard la estabilidad de compuestos bioactivos como la vitamina A y la vitamina E.

1LO/ELOH
TEOS\I fNH,OH )
CTAB EDC/NHS Acido O/W Emulsion Cosmética
extraction 6h,RT. Carminico
Agente
Oxidante

[
11 nLRT. Y ; :
CSSNPs . i .
IO T
O APTES 1 EtOH

@ Vitamina E
J

o ACSSNPs-CA
SNPs 12 h, 40 °C | v
CTAB, TEA, | TEOS r W Nanomaterial i — p
30 min, RT. 31 h,80°C Bifuncional Colorante | '
/Antioxidante

| o*

'y [ ) o /
’ ACSSNPs
go,, TEM

Figura 6. Graphical Abstract
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de nanoparticulas de silice modificadas y conjugadas con acido

carminico como estabilizantes de vitamina A y vitamina E en emulsiones Pickering o/w.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas de silice core-shell conjugadas con 4cido carminico.

e Cuantificar la cantidad de &cido carminico unido a las nanoparticulas.

e Caracterizar las nanoparticulas sintetizadas (con y sin acido carminico) en funcion
del tamaio y su distribucion, potencial Z e imagen.

e Evaluar la reactividad que tiene el 4cido carminico contra el oxigeno singlete al estar
unido covalentemente a la nanoparticula y adsorbido a ella.

e Preparar y caracterizar emulsiones o/w con y sin la incorporacion de nanoparticulas
conjugadas con 4cido carminico, evaluando la compatibilidad del sistema
ACMSNPs-CA con los constituyentes de la emulsion.

e [Evaluar la estabilidad quimica de emulsiones o/w y sus bioactivos vitamina A y/o
vitamina E, con y sin la incorporacidon de nanoparticulas.

e Caracterizar las emulsiones preparadas, evaluando pH, viscosidad y aspecto.

e Evaluar el efecto del 4dcido carminico en solucion y conjugados a las nanoparticulas

en el espectro de absorcion UV-Visible utilizando diferentes solventes.
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6. MATERIALES
6.1 REACTIVOS

Tetraetilortosilicato (TEOS, 98%), (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES, > 98%), N-
Hidroxisuccinamida (NHS, 98%), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiamida (EDC, > 98%), y un tamiz molecular de 3A fueron comprados a Sigma-
Aldrich. El 4cido carminico (CA, > 92%), é4cido clorhidrico fumante (HCL, 37%), y
trietilamina (TEA, 99 %) fueron obtenidos de Merck, al igual que el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 97 %) y peroxido de hidrégeno (H,0,, 30 %). El hidroxido
de amonio (NH4OH, 28 — 30%) y el cloruro de sodio (NaCl, 99%) fueron comprados a J.T.
Baker. Los tensoactivos utilizados en las emulsiones, Tween 60° y Span 60%, fueron
obtenidos de CRODA®. La glicerina utilizada como humectante y el aceite mineral son de
Sudelab®. El aceite de ricino, monoestearato de glicerilo neutro y el preservante
metilparabeno son de Lipo®. Los compuestos activos a-tocoferol (Vitamina E, 96 %) y
palmitato de retinol estdndar (vitamina A) fueron comprados a Sigma-Aldrich. El palmitato
de retinol como componente de la emulsion fue adquirido del producto comercial
Tanvimil®A 100000UI Finalmente, el 4cido trifluoracético (TFA, 99%) fue adquirido en

Sigma Aldrich. Todos los reactivos y materias primas se utilizaron sin previa purificacion.

6.2 SOLVENTES

Los solventes empleados, etanol, metanol, 2-propanol, acetona, dimetil sulféxido y
acetonitrilo (ACN), fueron grado HPLC (Merck). El agua bidestilada (18.2 MQ cm) fue

purificada usando un Sistema Milli—-Q Plus Millipore.
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7. INSTRUMENTACION

7.1 TAMANO DE PARTICULA Y POTENCIAL ZETA

Las medidas de tamaio y potencial zeta de las nanoparticulas, fueron obtenidas mediante
el analizador Zetasizer Nano Z controlado por el programa Zetasizer software (Malvern,

Reino Unido) de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

7.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Microscopio Electronico de Barrido FEI™ inspect modelo F50, con un voltaje de

aceleracion de 10.000 kV. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile.

7.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para medir la cantidad de vitamina A y E en las emulsiones, se utilizé un equipo HPLC
Agilent serie 1100, con detector de arreglo de diodos (DAD), usando una columna
Chromolith RP-18e de 100 x 4,6 mm diametro interno y tamafo de particula de 5 pm. La
cuantificacion de 4cido carminico se realizd mediante un HPLC Shimadzu LC-20AT con
detector de arreglo de diodos (DAD), un desgasificador DGU-20A5R, un autosampler SIL-
20A y un horno CTO20A/20AC.

7.4 VISCOSIMETRO

Para medir la viscosidad de las emulsiones, se utilizdo un viscosimetro HB Brookfield

DV2T utilizando diferentes velocidades y con una aguja N° 5.
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7.5 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, se realizo6 utilizando un equipo

Interspec 200-X FTIR.

7.6 ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

Los espectros de absorcidon tanto para acido carminico en solucion como para las
nanoparticulas conjugadas con 4cido carminico se midieron en un espectrofotometro Agilent

8453.

7.7 MEDICION de pH

El pH de las emulsiones se midi6é con un pH-metro modelo Jenco Vision Plus pH6175.

7.8 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD
Para todos los estudios de estabilidad se utilizd6 una cdmara de estabilidad marca

Memmert.

7.9 PREPARACION EMULSIONES
Para la preparacion de todas las emulsiones se utilizé un agitador de paleta IKA Eurostar

20 Digital.
7.10 CENTRIFUGA

Durante la preparacion de todas las nanoparticulas se utilizé una centrifuga marca

Hermle y modelo Z326K.
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8. METODOLOGIA

8.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE SILICE CON CAPA DE SILICE
MESOPOROSA, MODIFICADA SUPERFICIALMENTE CON GRUPO AMINO

La sintesis de nanoparticulas de silice solidas se realiz6 a partir de la reaccion de Stober
[34-39]. Se midieron 88 mL de etanol, 5,96 mL de agua desionizada y 2,56 mL de hidroxido
de amonio. Posteriormente se agregaron 3,46 mL TEOS y se dej6 reaccionar durante 4 horas
con una agitacion de 850 rpm a temperatura ambiente. Las nanoparticulas obtenidas, se
recolectaron centrifugando a 8500 rpm y se realizaron sucesivos lavados con etanol.

Finalmente se secaron y almacenaron para continuar la sintesis.

Para formar la capa mesoporosa se disolvieron 2 g de CTAB en 20 mL de agua, se
agregaron 30 pL de TEA, se agitd y calentd hasta total disolucion. Posteriormente se
agregaron 150 mg de las nanoparticulas y se agité por 30 minutos a 40 °C. Luego la
suspension se calentd hasta 80 °C, se adicionaron 300 uL de TEOS gota a gota y se agito
durante 1 hora a 80 °C. Finalmente, las nanoparticulas obtenidas se lavaron una vez con
etanol y una vez con una solucion de NaCl 1%, seguida de centrifugacion, y luego se mantuvo
en agitacion con NaCl 1% durante toda la noche, para al dia siguiente lavar 2 veces con

etanol. El producto final se resuspendio6 en etanol seco.

La funcionalizacion de las nanoparticulas con el grupo aminopropil se realizo
resuspendiendo las nanoparticulas (300 mg) en 50 mL de etanol utilizando un matraz de
fondo redondo y agregando 500 uL de APTES. Se mantuvo en agitacion durante 12 horas a
40 °C. Las nanoparticulas fueron lavadas con sucesivos volimenes de etanol. Se secaron y

guardaron para una continuar la ruta de sintesis.
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8.2 PREPARACION DE NANOPARTICULAS MESOPOROSAS, MODIFICADAS
SUPERFICIALMENTE CON GRUPO AMINO, y POSTERIORMENTE
CONJUGADAS CON ACIDO CARMINICO (ACMSNPs-CA)

La tultima etapa de la ruta de sintesis corresponde a la conjugacion entre las
nanoparticulas modificadas con un grupo aminopropil y el grupo funcional acido carboxilico
del acido carminico. La formacién de la amida se obtuvo utilizando EDC/NHS como agentes
activantes. En un balon se pesaron 3 mg de acido carminico y se disolvieron en agua. Por
otra parte, se pesaron 2,33 mg de EDC y 2,8 mg de NHS, se disolvieron previamente en agua
y se agregaron al balon. Se sonicd por 15 minutos y luego se adiciond la suspension de
nanoparticulas ya sintetizadas y se mantuvo con agitacion durante 4 horas. Las nanoparticulas
obtenidas se lavaron con etanol mediante centrifugacion para remover los reactivos presentes
sin reaccionar. Las nanoparticulas se secaron a 40 °C por 24 horas y almacenaron para luego

incorporarlas en las emulsiones.

8.3 CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS CON Y SIN ACIDO
CARMINICO CONJUGADO

La caracterizacion de las nanoparticulas modificadas superficialmente con grupo amino
y unidas covalentemente con acido carminico, se realizé midiendo el tamafio, su distribucion
de tamafio, el potencial Zeta, utilizando espectroscopia infrarroja, microscopia electronica de
barrido (SEM) y dispersion dindmica de luz.

Para realizar las mediciones del tamafo, distribuciéon y potencial Z en el equipo
Nanosizer, las muestras se diluyeron veinte veces en etanol, agua y soluciones tamponadas a
diferentes pH. Los espectros infrarojo fueron obtenidos a través de un equipo Interspec 200-
X FTIR. Se utiliz6é microscopia electronica de barrido (SEM) para observar la morfologia de
las nanoparticulas, su tamafio y distribucion. Para ello se suspendieron las nanoparticulas en
etanol y se tomo6 un alicuota la cual fue llevada a una grilla de cobre, se agregd acido
fosfotunstico 0,5 % y se dejaron secar por 24 h. Finalmente las grillas con las muestras fueron

observadas en el microscopio electronico de barrido (SEM).
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84 EFICIENCIA DE UNION ENTRE ACIDO CARMINICO Y LA
NANOPARTICULA (ACMSNPs-CA)

Se realiz6 una curva de calibracion para evaluar la linealidad del método. Posterior a la
sintesis de nanoparticulas con acido carminico, se recolectaron todas los sobrenadantes
obtenidos y se analiz6o cada uno de ellos. Para esto, se tomaron 50 pL. y se diluyeron con
etanol, llevando a un volumen final de 10 mL, para posteriormente ser analizados por HPLC.
Las muestran se monitorearon a 499 nm, y la fase mévil constituida por MeOH : TFA
(70:30), el flujo fue de 1,0 mL/min., y el volumen de inyeccion de 50 pL. El mismo
procedimiento se utilizd para un estdndar de acido carminico con una concentracion final
igual a 4x107 M. A partir de las areas cromatograficas obtenidas de la solucion muestra y
del estandar, se calcul6 la cantidad de acido carminico remanente y por diferencia, la cantidad
de 4cido carminico unido a la nanoparticula. Los resultados fueron expresados como mg de

acido carminico por cada 100 mg de nanoparticulas.

8.5 DETERMINACION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION UV-VISIBLE DE
NANOPARTICULAS CONJUGADAS CON ACIDO CARMINICO EN
DIFERENTES SOLVENTES (ACMSNPs-CA)

Las muestras de nanoparticulas, tanto las modificadas con grupo amino como las
conjugadas con 4cido carminico, fueron resuspendidas en etanol, agua, DMSO, glicerina,
aceite mineral y acetona, utilizando la misma concentracion. Se midi6 el espectro de
absorcion de las nanoparticulas conjugadas con &cido carminico, utilizando las
nanoparticulas modificadas con grupo amino como blanco. Para la preparacion de las
suspensiones de nanoparticulas, se pesaron entre 2 a 4 mg de cada nanoparticula y se
resuspendieron en cada uno de los solventes. Asi mismo, se prepararon soluciones de acido
carminico utilizando los mismos 6 solventes, midiéndose sus espectros de absorcion, para
luego compararlos con los obtenidos para las nanoparticulas conjugadas con 4cido carminico.

Finalmente se evaluaron los cambios en el espectro de absorcion UV-Visible.

20



8.6 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE. DESACTIVACION DE OXiGENO
SINGLETE

Para evaluar la capacidad antioxidante del nanosistema (ACMSNPs-CA), se determin6
su desactivacion por oxigeno singlete 'O,, especie excitada del oxigeno que participa en
forma significativa en reacciones de oxidacion de biomoléculas. Para esto, se detectd el
decaimiento de la fosforescencia de la sefial del 'O, a 1275 nm, utilizando un equipo
PicoQuant Fluotime 200. De esta forma, se determind la constante de velocidad de
desactivacion total (kq). El oxigeno singlete fue generado por fotosensibilizacion de rosa de
bengala, adsorbida electrostiticamente a la nanoparticula core-shell y también
funcionalizada con el grupo amino. La nanoparticula sin CA (ACMSNPs) se utilizé como
control bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Los valores de k4 se calcularon

graficando la pendiente de la ecuacion de Stern-Volmer que se muestra a continuacion:

Tt =151 4+ k4 [Q]

1 -1 . . . , .
Donde t" y 19 corresponden al inverso del tiempo de vida del oxigeno singlete en
presencia y ausencia del desactivador, respectivamente.

8.7 EVALUACION DE EMULSIONES COMERCIALES

En este trabajo se estudio el uso como colorante y la capacidad antioxidante de las
nanoparticulas con una corona mesoporosa modificada con grupo aminopropil y luego
conjugada con 4cido carmimico (ACMSNPs-CA). Para eso se incorporan las ACSMNPs-CA
en una emulsidon que contiene vitamina E o vitamina A, y se evalua si las nanoparticulas son
capaces de disminuir el consumo de estos compuestos, que son ampliamente utilizados como
activos antienvejecimiento en productos cosméticos. En una primera instancia se evalud la
posibilidad utilizar emulsiones comerciales que incluyese Vitamina E o Vitamina A dentro
de sus componentes, agregando a estas formulaciones las nanoparticulas conjugadas con

acido carminico (ACMSNPs-CA), para posteriormente evaluar el efecto antioxidante y su
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uso como colorante. Es por esto, que primero se cuantificaron las vitaminas contenidas en
los productos comerciales, sin embargo, los resultados encontrados no fueron favorables,
pues en los cromatogramas obtenidos para los analisis de cuantificacién no se observaron
sefiales correspondientes a Vitamina E o A ni a derivados de estas. Se trabajo con la crema
St. Ives® Humectacion diaria con Vitamina E, la que declaraba tener Vitamina E como
acetato de tocoferol, por lo que para analizarla se utiliz6 como referencia (o estandar)
capsulas de vitamina E como acetato de tocoferol disponibles en el comercio.

Es por esto que se decidid preparar las emulsiones en el laboratorio e incorporarles las

vitaminas.

8.8 EMULSION O/W: PREPARACION y EVALUACION

La formulacion utilizada para las emulsiones fue preparada a partir de modificaciones
realizadas a una emulsion o/w clésica, con un nimero reducido de componentes, tipicamente
utilizados en emulsiones, (alcohol cetilico, aceite mineral, glicerina etc.). Estas
modificaciones, se realizaron considerando los puntos de fusion de los componentes de la
fase grasa y la viscosidad de los componentes en general. La emulsion debia ser estable para
poder llevar a cabo todos los ensayos, y suficientemente fluida, para permitir la difusion de
la solucion de peroxido de hidrégeno utilizada como agente oxidante, pero también, capaz
de mantener las nanoparticulas en suspension. Se evaluaron diferentes formulaciones hasta
determinar una que cumpliese con aquellos requisitos. Para todas las emulsiones preparadas,
se peso, por separado, la cantidad de materias primas correspondientes a la fase grasa y fase
acuosa, suficiente para preparar 100 g de emulsion. Ambas fases fueron calentadas en un
bafio de agua, hasta alcanzar una temperatura de 70 °C. La proporcion adecuada de los
tensoactivos utilizados se determin6é de acuerdo al BHL requerido por la formulacion,
correspondiente a un 20% de fase la grasa. A las 24 horas, se evaluo si existia separacion de
fases y si las emulsiones eran lo suficientemente fluidas. Aquellas formulaciones que,
visualmente, presentaron separacion de fases tras 24 horas a temperatura ambiente; o no
mostraron una fluidez adecuada, fueron descartadas inmediatamente. Aquellas que

cumplieron con los requisitos se prepararon nuevamente, pero incorporando vitamina A y E.
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Enla Tabla 1 se muestran los componentes utilizados, y sus respectivos porcentajes para
las diferentes emulsiones. Se prepararon 14 emulsiones y en 11 de ellas (E1 a E11) se
utilizaron porcentajes decrecientes de alcohol cetilico, acetite mineral y monoestearato de

glicerilo neutro. Para 3 de aquellas 11, se incorporo aceite de ricino.
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% Materias Primas

E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 | E§ | E9 E10 | E11 | E12 E13 E-VE E-VA

Monoestearato de

glicerilo (MEG) % 3 3 1,5 1 1 1 0,51 0 1 0 0 0 0 0 0
Alcohol cetilico % 2 2 1 1 0 0,5 05 1 0 1 1 1,5 1,5 1,5 1,5
Aceite mineral % 10 6 9 9 9 9 9 9 9 9 9 7 7 7 7
Aceite de Ricino % - - - - - - - - 2 2 2 3 3 3 3
Vitamina E % - - - - - - - - - - 0,5 0,5 0,5 0,5 -
Vitamina A % - - - - - - - - - - - - - 0,2
Tween 60 ® % 2,1 6 | 1,5] 14 | 1,2 L3 (1,213 ]16] 1,6 | 1,6 | 1,7 2,0 2,4 2,4
Span 60 ® % 09|06 08,08, 08| 08 08]]08]| 0871 08 | 0,8 | 0,6 0,9 1,1 1,1
Glicerina % 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 4 4 4 4
Metilparabeno % 02102 ,/02,02,021)| 02 /0202|021 02102/ 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua csp 100 g CSp | csp | csp | cSp | ¢Sp | csp | csp | csp | csp | csp | csp | csp csp csp csp
ACMSNPs-CA - - - - - - - - - - 0,5 | 05 0,5 0,5 0,5

Tabla 1. Formulaciones de emulsiones
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8.9 PREPARACION Y EVALUACION DE EMULSIONES O/W CON VITAMINA A,
VITAMINA E Y NANOPARTICULAS

Desde la emulsion E11 en adelante, se continué reformulando, pero ademas se decidio
incluir las vitaminas y las nanoparticulas. En las emulsiones E11 y E14 se modific6, ademas,
la cantidad de glicerina y la de tensoactivos, para lograr la estabilidad y las caracteristicas de
fluidez ya mencionadas. En esta etapa se evalud la inestabiliad de la emulsion (cremado,
floculacion, etc.) a temperatura ambiente y a 40 °C por 24 hrs, incorporando la solucién de
peréxido de hidrogeno e incluyendo las nanoparticulas ACMSNPs-CA. La formulacion
finalmente elegida para todos los ensayos fue la E14, y las emulsiones se denominaron E-VE
y E-VA, las cuales se muestran en la Tabla 1.

Se seleccionaron porcentajes de 0,5 % para vitamina E y 0,2 % para vitamina A,
concentraciones habituales en productos cosméticos comerciales. Para la emulsion de
vitamina E se utiliz6 a-tocoferol (96 % p/p) y para la emulsion con vitamina A, se utilizo el
producto comercial Tanvimil®A, céapsulas de palmitato de retinol, debido a la escasez de
estandar disponible en el mercado. La cantidad de producto (Tanvimil®A) que se debia
incorporar en la emulsion para obtener una concentracion final de 0,2 %, se calculd,
considerando la cantidad de palmitato de retinol declarada en el producto, y el peso de la
capsula. Las capsulas de vitamina A fueron previamente valoradas mediante HPLC para
corroborar la cantidad declarada en el producto, utilizando las condiciones de trabajo de
Satoshi Yakata y col., que fueron también utilizadas para la cuantificacion de vitamina A en

las emulsiones, tal como se describe mas adelante.

8.10 PORCENTAJE DE INCORPORACION DE VITAMINA E y VITAMINA A

La cuantificaciéon de las vitaminas incorporadas en las emulsiones E-VE y E-VA se
realizo6, pesando 25 mg de emulsion, llevandolos a un matraz de 25 mL, luego se agregaron
5 mL de isopropanol y 10 mL de metanol. La muestra se sonicd por 5 minutos y se llevo a
volumen con metanol. La dispersion se sonico, centrifugd, y filtr6 (0,45 wm), para finalmente
inyectarla en el equipo HPLC. Para la vitamina E se utilizé una fase mévil MeOH : H,O
(97:3), un flyjo de 1,5 mL/min. y un volumen de inyeccion de 50 uL, monitoreando a una

longitud de onda de 290 nm [53]. En el caso de la vitamina A se utilizo MeOH como fase
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movil, un flujo de 2 mL/min. y un volumen de inyeccion de 50 pL, monitoreando en este

caso a 325 nm [54]. Se evaluo la linealidad de las metodologias por curvas de calibracion.

8.11 INCORPORACION DE NANOPARTICULAS MODIFICADAS CON GRUPO
AMINO, Y CON GRUPO AMINO CONJUGADAS CON ACIDO CARMINICO EN
EMULSIONES O/W

Se prepararon emulsiones con nanoparticulas con grupo aminopropil, y con
nanoparticulas con grupo aminopropil, pero posteriormente conjugadas con acido carminico.
La concentracion para ambas fue de 0,5 %. Para incorporar las nanoparticulas, estas se
dispersaron primero en glicerina, para luego incorporar la emulsion en pequefias porciones
agitando cada vez con un agitador magnético. La etapa de evaluacion de las emulsiones del
punto 8.9 permitié definir la metodologia para la incorporacion de las nanoparticulas

conjugadas con acido carminico.

8.12 CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES
8.12.1 ESTABILIDAD FiSICA Y COLOR DE LAS EMULSIONES

Durante la etapa de formulacion, la evaluacion de la posible presencia de inestabilidades
(separacion de fases, cremado, sedimentacion o coalescencia), se realizd durante 24 y 72
horas y se consideraron los factores descritos anteriormente (temperatura ambiente, 40 °C,

incorporacion de ACMSNPs-CA, soluciéon de H,0, ).

Finalmente, para caracterizar las emulsiones, se evalud su estabilidad fisica y color. La
caracterizacion del color se evalud preparando 3 emulsiones de vitamina E con
concentraciones de 0,1%, 0,5% y 1% de ACMSNPs-CA. Toda emulsion de VE con
ACMSNPs-CA, se denomind E-VE-CA. Ademas, se evalu6 el color de una emulsion con un
0,5% de ACMSNPs-CA a tiempo 0 y después de 48 horas de exposicion a las condiciones

de estrés utilizadas durante los ensayos, las cuales corresponden a:
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* Temperatura ambiente

A 40°C

* Temperatura ambiente con la adicion de una solucion de H,O; al 3%

A 40 °C con la adicion de una solucion de una solucion H,O, al 3%

8.12.2 VISCOSIDAD

La viscosidad de las emulsiones se midi6 con un viscosimetro Brookfield DVII y
aguja N° 5, luego de mantener las emulsiones en reposo por 24 horas. Se comparé la
viscosidad entre emulsiones preparadas sin nanoparticulas y con 0,1 %, 0,5% y 1% de
nanoparticulas. Por otra parte, la viscosidad fue medida a distintas velocidades de cizalla para

obtener informacion de su comportamiento reologico.

8.12.3. ESTABILIDAD QUIMICA
8.12.3.1 DETERMINACION DE pH

Se midi6 el pH de 3 emulsiones, una sin nanoparticulas (E-VE), una emulsiéon con
ACMSNPs (E-VE-NH;) y otra con ACMSNPs-CA (E-VE-CA), utilizando un pH-metro
JencoVision Plus pH 6175.

8.12.3.2 EVALUACION DE LA EFICIENCIA ANTIOXIDANTE DE
NANOPARTICULAS CONJUGADAS CON ACIDO CARMINICO, EN
EMULSIONES CON VITAMINAAYE

Para evaluar la eficiencia antioxidante de las nanoparticulas conjugadas con acido
carminico, en emulsiones, se utilizo6 como modelo lipofilico y compuesto bioactivo, las
vitaminas E y A. Se prepararon dos emulsiones, una con vitamina E al 0,5% y otra con
vitamina A al 0,2%, las cuales se sometieron a condiciones forzadas de oxidacion y
temperatura. Para realizar el ensayo se trabajo con emulsiones sin nanoparticulas,
denominadas E-VE y E-VA, emulsiones con nanoparticulas amino modificadas, E-VE-NH,

y E-VA-NH,, y emulsiones con nanoparticulas conjugadas con acido carminico al 0,5 %
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designadas como E-VE-CA y E-VA-CA. Cada una se expuso a temperatura ambiente; a
temperatura ambiente y H,O; al 1,5% y 3 %; a 40 °C y, a 40 °C con H,0O, al 1,5% y 3 %. A
las 36 y 120 horas, se analizd y cuantificé la cantidad de vitamina A y E en cada emulsion y
se calcul6 la cantidad encontrada respecto de la cantidad de vitamina cuantificada a tiempo
0. Ambas vitaminas se determinaron mediante HPLC con las metodologias descritas

anteriormente.

La determinacion de los tiempos de muestreo y las condiciones del ensayo se determinaron
a partir de pruebas previas en las que se evaluo si el peroxido de hidrégeno a distintas
temperaturas, era suficiente para observar un consumo significativo en la cantidad de

vitamina.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE SILICE CON CAPA MESOPOROSA,
MODIFICADA SUPERFICIALMENTE CON GRUPO AMINO

La sintesis de las nanoparticulas se llevo a cabo utilizando el método de Stober [34-39].
Se prepararon primero las nanoparticulas compactas (SNPs) en un medio etandlico/solucion
alcalina para lograr primero, la hidrélisis de la silice, y luego la condensacion de los grupos
silanoles que formard la nanoparticula s6lida. Para formar la capa mesoporosa alrededor de
la nanoparticula sélida, se utilizo el tensoactivo CTAB. En la superficie de las micelas
formadas, se condensa una capa de silice a partir de la adicion de TEOS como precursor.
Después de lavar y remover el tensoactivo con una solucion de cloruro de sodio al 1%, se
obtiene la nanoparticula de centro compacto y capa mesoporosa. La carga positiva del CTAB
atrae la silice condensada, de carga opuesta, permitiendo una correcta formacion de la capa
mesoporosa [36, 37]. Wen-jing Jiang y col. incorporaron Rodamina B y fluorosceina a
nanoparticulas mesoporosas con un centro compacto, planteando que las nanoparticulas
compactas unidas a colorantes pueden aumentar la cantidad incorporada de éstos, si la
nanoparticula es porosa [55]. La capa porosa permite aumentar la superficie disponible para
interactuar con el colorante. Sin embargo, Wen-jing Jiang y col. aclaran, que una unién
covalente entre la nanoparticula y el colorante, requiere un grupo funcional en la superficie
para reaccionar con el colorante.

A su vez la presencia de un centro compacto impide que aquellas moléculas ubicadas en
la superficie migren hacia el interior favoreciendo que se encuentren mas disponibles para
reaccionar y otorgan una densidad suficiente a la nanoparticula para que esta pueda ubicarse
en la interfase de la emulsion. Este tipo de sistemas de nanoparticulas, con un centro de silice

solido, y una capa de silice mesoporosa se determina core-shell [55].
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9.2 SINTESIS DE NANOPARTICULAS SUPERFICIALMENTE MODIFICADAS
CON GRUPO AMINO (ACMSNPs) Y POSTERIORMENTE CONJUGADAS
COVALENTEMENTE CON ACIDO CARMINICO (ACMSNPs-CA)

Las ACMSNPs-CA se formaron a partir de la reaccion entre el grupo acido carboxilico
del acido carminico y la amina de la ACMSNP. Se utilizo NHS y EDC como especies

activantes capaces de catalizar la reaccion.

Acido Carboxilico DYNHS Intermediario

LT r o"

2 % § Amina
]\ Int diari ? &
EDC | ntermediario @

>

Nk " Amida
@ = Acido Carboxilico @) = Amida (nanoparticula)

Figura 7. Esquema de reaccion para formacion de enlace amida entre -COOH y NH,
de acido carminico y grupo aminopropil respectivamente.

El EDC reacciona con el -COOH del acido carminico permitiendo que se forme un
intermediario (O-acilurea) con un mejor grupo saliente que el hidroxilo inicial, facilitando el
desplazamiento a través del ataque nucleofilico de la amina al carbono del acido carboxilico.
Es necesario que se acidifique el medio con HC1 0,1 N ya que la EDC es mas eficiente a un
pH de 4,5. Sin embargo, el intermediario O-acilurea es inestable en soluciones acuosas, lo
que podria impedir la reaccion con la amina e hidrolizarse, resultando en la reconstitucion
del acido carboxilico. La inclusiéon de NHS en la reaccion permite mejorar la eficiencia, pues

reacciona con el intermediario O-acilurea formando un intermediario mas estable en medio
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acuoso, para la conjugacion con la amina de la ACMSNP. En la Figura 7 se muestra un
esquema de la reaccion.

Luego, las nanoparticulas sintetizadas se secaron a 40 °C por 24 horas. Al comparar el
color entre las SNPs, CMSNPs y ACMSNPs, no se observan diferencias, siendo todas de
color blanco, mientras que las ACMSNPs-CA son de un color rosado intenso. Por otra parte,
después de sucesivos lavados con etanol no se aprecid coloracion en el solvente y la
intensidad del color de las ACMSNP-C no disminuyd. Estos resultados evidencian la exitosa

union del acido carminico a la nanoparticula.

Figura 8. Imagen de las nanoparticulas como polvo seco. a) Imagen de nanoparticulas core-shell
mesoporosas modificadas con grupo aminopropil secas (ACMSNPs). b) Imagen de nanoparticulas
core-shell mesoporosas modificadas con grupo aminopropil, posterioremente conjugadas con acido
carminico (ACMSNPs-CA).

9.3 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS CON Y SIN UNION
COVALENTE CON ACIDO CARMINICO

9.3.1 ESPECTROSCOPIA IR

La reaccion de conjugacion entre la nanoparticula (ACMSNP) y el acido carminico (CA)
se evalué mediante espectroscopia infrarroja, con la cual se confirmo la formacion del enlace
amida entre el CA y la ACMSNP. La sefial caracteristica para los grupos (=Si-O-Si=), en las
CMSNPs, aparece a 1200-1000 cm™, las bandas a 2982 cm™ y 2940 cm™, corresponden a las
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del grupo metileno (-CH; presente en la cadena propilica del APTES), la sefial caracteristica
del grupo NH, aparece a 1518 cm™, mientras que la sefial que se observa a 3300 cm™ se
atribuye a la del enlace OH del agua que se encuentra adsorbida. Adicionalmente, el espectro
de las ACMSNPs-CA muestra bandas a 1638 cm™ y 1544 cm™ que corresponden a la

presencia del enlace amida [57, 58].

9.3.2 MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se evaluaron las nanoparticulas mediante microscopia electronica de barrido para
observar su morfologia y tamafo. Se observaron los cuatro tipos de nanopartiulas (SNPs,
CMSNPs, ACMSNPs y ACMSNP-CA) y ademads se compararon las ACMSNPs-CA de dos
batches diferentes. En las imagenes presentadas en la Figura 9, se observa que todas las
nanoparticulas, desde las compactas hasta las conjugadas con acido carminico, son de forma

esférica y de un tamafio homogéneo.

Figura 9. Imégenes de microscopia de barrido electronico. a) Nanoparticulas sélidas (SNPs). b)
Nanoparticulas con capa mesoporosa (CMSNPs). ¢) Nanoparticulas mesoporosas modificadas con
grupo amino (ACMSNPs). d) Nanoparticulas mesoporosas modificadas con grupo amino,
posteriormente conjugadas con acido carminico (ACMSNPs- CA).

Enla Figura 10a, correspondiente a la imagen de la nanoparticula de centro s6lido (SNP),

se observa que ésta tiene una forma esférica y bien definida, y al compararla con las
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nanoparticulas de las imagenes de las Figuras 10b y 10c, se observa que en estas, existe un
centro bien definido, de un color levemente mas oscuro y un margen que lo separa, de un
marcado anillo, de un color mas tenue. Las imagenes de las Figuras 10b y 10c corresponden
a las CMSNPs y ACMSNPs. Esta descripcion, también se distingue en la Figura 10d, que
corresponde a las ACMSNPs-CA y se ajusta a la conformacion de una nanoparticula de tipo
core-shell, asignandose este anillo externo, a la capa porosa. Se observa que este anillo, es
menos nitido en las SNPs de la Figura 10a, donde no se distingue claramente el margen antes
mencionado, como ocurre en las imagenes de CMSNPs, ACMSNPs y ACMSNPs-CA (10b,
10c y 10d).

b) [

‘M [2.98 um|[10.6 mm| 3.5

Centro

d)

Capa Porosa

Figura 10. Ampliacion de imagenes de nanoparticulas con SEM. a) Nanoparticulas sélidas
(SNPs). b) Nanoparticulas con capa mesoporosa (CMSNPs) ¢) Nanoparticulas con capa mesoporosa
modificada con grupo amino (ACMSNPs) d) Nanoparticulas con capa mesoporosa modificada con
grupo amino, posteriormente conjugadas con &cido carminico (ACMSNPs- CA).
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Los tamafos determinados para los cuatro tipos de nanoparticulas no presentan
diferencias significativas, con un valor promedio de 181,9 nm. En la Tabla 2 se informa el
tamafio promedio de las nanoparticulas, su didametro total, el didmetro del ntcleo solido, y el
espesor de su capa mesoporosa. Se analizaron las ACMSNPs y ACMSNPs-CA de dos
batches diferentes (17 y 18) y se compard si existian diferencias entre cada preparacion (o
batch). El tamafio obtenido para las nanoparticulas, es adecuado para su incorporacion en
productos que seran aplicados sobre la piel, ya que nanoparticulas de silice con tamafio menor

a 75 nm, no seran absorbidas a capas mas profundas de la piel [59, 60].

Tamafio (nm)
LLENTIEC Espesor promedio
(Centro p P Diametro Total
. de capa mesoporosa
solido)
SNP-18 - 178,2
CMSNP-18 123,0 31,85 187,8
ACMSNP-18 102,4 47,7 197,7
ACMSNP-CA-18 99,6 38,05 175,7
ACMSNP-17 103,9 39,7 183,4
ACMSNP-CA-17 112,7 35,75 188.,0

Tabla 2. Tamanos de nanoparticulas para batch 17 y 18.

El espesor promedio de la capa mesoporosa es de 36,9 nm y corresponde a un 20,3 %
del didmetro total de la nanoparticula, mientras que el ntcleo so6lido representa el 58,4% del

diametro total.

9.3.3 POTENCIAL ZETA, TAMANO Y DISTRIBUCION DE TAMANO

Los valores de tamafio de las NPs dispersas y potencial zeta, medidos en etanol y agua
respectivamente, se muestran en la Tabla 3. Los resultados muestran un aumento de tamaino
en la medida que la nanoparticula se modifica. Los valores de potencial Z son los esperados,
con un valor de -50 mV para las SNPs y cercano a -1,56 mV para las ACMSNPs. Estos

valores tienen relacion con la carga superficial de la ACMSNP, que al estar conjugada con
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el grupo aminopropil tendrd una carga positiva, 0 menos negativa, mientras que la compacta

sin modificar, serd mas negativa por la presencia de los grupos hidroxilos en la superficie.

ACMSNP-CA | Medio
Tamaiio promedio (nm) 311,9 Etanol
-10,53 Agua
-17,61 pH 8
Potencial Z (mV) -14,94 pH 7
-2,60 pHS
19,63 pH3

Tabla 3. Valores de potencial Z y tamafio para nanoparticulas compactas (NPs), con capa
mesoporosa (CMSNPs) y modificadas con grupo aminopropil, ACMSNPs.

Los tamainos determinados por DLS, para SNPs, CMSNPs y ACMSNPs son mayores
que aquellos encontrados en el SEM, sin embargo, el resultado que arroja el microscopio se
considera mas confiable, pues el DLS mide las particulas mientras estan en movimiento, por
solo determina un didmetro hidrodindmico.

lo que Ademés podrian, generarse

aglomeraciones entre ellas, a diferencia del microscopio donde estas se encuentran fijas.

Las nanoparticulas conjugadas con 4cido carminico (Tabla 4), poseen un tamafio
promedio de 311,9 nm, medido en etanol, y un potencial Z con un valor igual a -10,53 mV,
medido en agua. Ademas, se evalu6 el potencial Z en medios con diferentes valores de pH,
utilizando soluciones tampon a pH 8, 7, 5y 3. Se seleccion6 un pH levemente alcalino, otro

acido y el pH 5, por ser un valor cercano al pH de la piel (5,5) y de las emulsiones destinadas

a la piel.
SNP CMSNP ACMSNP Medio
Tamaifio promedio (nm) 2644 327,29 376,60 Etanol
Potencial Z (mV) 50,15 -18,08 -1,56 Agua

Tabla 4. Valores de tamafio y potencial Z para nanoparticulas conjugadas con acido carminico

(ACMSNPs-CA).
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Los valores de potencial Z medidos son consistentes con la carga superficial esperada
para el 4cido carminico para cada pH. En la Tabla 4 se aprecia que los valores disminuyen
de 19,63 apH 3,a-17,61 apH 8. El 4cido carminico posee 3 valores de pKa que corresponden
a3,0; 5,53 y 8,3 [31]. EL pKa de 3,0 corresponde al grupo acido carboxilico cuando éste se
encuentra en solucién como acido libre, sin embargo, en este caso se encuentra unido a la
nanoparticula mediante el enlace amida, por lo que el valor del pontecial Z dependera de los
otros valores de pKa de la molécula. A pH 3 o menor, la molécula estard no ionizada por lo
tanto, existird una carga superficial menos negativa, en este caso 19,3. A pH 5 aumentard la
carga superficial negativa, pues alcanzard al segundo pKa (5,53), encontrandose el
correspondiente grupo hidroxilo parcialmente ionizado. A un pH 7-8 se alcanzara el tercer
pKa (8,3), por lo que ahora, este hidroxilo, se encontraré parcialmente ionizado, y el hidroxilo
con pKa de 5,53 estard completamente ionizado. Es decir aumenta la carga superficial

negativa, responsable de un potencial Z igual a -17,61.

9.4 EFICIENCIA DE CONJUGACION DE ACIDO CARMINICO UNIDO
COVALENTEMENTE A LAS NANOPARTICULAS (ACMSNPs)

La eficiencia de conjugacion del acido carminico a la superficie de la nanoparticula,
se evaluo, mediante HPLC, cuantificando la cantidad de acido carminico antes y después de
la reaccion entre éste y las nanoparticulas. De acuerdo a los resultados, cada 100 mg de
ACMSNPs se conjugan 4,24 mg de acido carminico. Este resultado se confirmé mediante

TGA. Se consider6 un valor de 4,3 mg para todos los experimentos realizados.

9.5 DETERMINACION DE LOS ESPECTROS DE ABSORCION UV-VISIBLE DE
NANOPARTICULAS CONJUGADAS CON ACIDO CARMINICO DISPERSAS EN
DIFERENTES SOLVENTES

Se midieron los espectros de absorcion del acido carminico en solucidon y conjugado con
las nanoparticulas en diferentes solventes, evaluando sus posibles cambios. De acuerdo a
parametros como la constante dieléctrica y polaridad, fueron seleccionados los siguientes

solventes: agua, dimetilsulféxido (DMSO), etanol, acetona y también se incluy6 el aceite
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mineral y la glicerina, considerando que son componentes tipicos de una emulsion. Al medir
las suspensiones de ACMSNPs-CA se utilizaron como blanco las respectivas suspensiones
de ACMSNPs en el mismo solvente. De esta forma, se trabajé con concentraciones (2

mg/mL) similares para todos las suspensiones y soluciones.

Los espectros obtenidos se compararon con el espectro del dcido carminico disuelto en
etanol, el cual presenta una absorbancia maxima a una longitud de onda de 499 nm y otra a
278 nm. Tipicamente el 4cido carminico en etanol y solventes como el agua, a pH neutro,
presentan una absorbancia maxima a los 278 nm la cual corresponde a una transicion T —n*
y otra banda a 500 nm que corresponde a una transicion n—n*. Las suspensiones de
ACMSNPs-CA en acetona, etanol y agua mostraron un desplazamiento batocromico con un
valor cercano a 550 nm. El desplazamiento batocrémico de ACMSNPs-CA en solventes
polares podria deberse a que, en estos solventes, el grupo amino de la nanoparticula alcaliniza
el medio, provocando que los fenolatos del CA se encuentren mas ionizados, produciéndose
un desplazamiento tipicamente observado para el acido carminico en soluciones alcalinas.
La Figura 11 muestra los espectros para la solucion de 4cido carminico en etanol, y de las
ACMSNP-Ca en aceite mineral y en solucion acuosa de glicerina al 5 %. Las soluciones de
acido carminico presentan longitudes de onda cercanas a 500 nm para todos los solventes,
excepto para la  solucion de 4cido carminico en  aceite  mineral,
donde no hay bandas definidas, sin embargo, en el espectro correspondiente a la suspension
de nanoparticulas en aceite mineral, se observa una banda de absorcion bien definida, aunque
de baja intensidad, con una longitud de onda méxima a 503 nm, similar al espectro obtenido

para el 4cido carminico en etanol.
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Figura 11. Espectro de absorcion UV—vis de (A) 4acido carminico (CA) en etanol, (B) ACMSNPs-
CA dispersas en aceite mineral, y (C) ACMSNPs-CA dispersas en solucion acuosa de glicerina al
5%.

9.6 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL NANOMATERIAL: DESACTIVACION
DE OXIGENO SINGLETE

Existen muchos alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos que son susceptibles
a la degradacion. Los productos cosméticos o farmacéuticos al ser aplicados sobre la piel se
encuentran expuestos a los mismos factores que pueden provocar dafio en ésta. Un factor
capaz de degradar un producto de este tipo y danar la piel, es la radiacion UV. Existe
evidencia, de que la radiacion UV A produce efectos deletéreos en la piel, ya que cromoforos
de ésta, o activos cosméticos contenidos en el producto cosmético, son sensibles a la
radiacion y por lo tanto, capaces de generar especies reactivas del oxigeno (ROS), en los
cuales el oxigeno singlete cumple un importante rol. Dado esto, es de interés el estudio de la
desactivacion del oxigeno singlete por ACMSNPs-CA, para evalauar si este nanosistema
hibrido y multifuncional, puede ser util tanto como colorante como antioxidante en

emulsiones.
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Como se mencioné anteriormente, el CA adsorbido a las ACMSNPs, o denominadas
ACMSNPs-CAAp, se utiliz6 como control de las ACMSNPs-CA (CA conjugado
covalentemente). La desactivacion de oxigeno singlete se obtuvo por monitoreo de la
disminucion de su sefial de luminiscencia, en presencia de CA libre y en presencia de ambas
nanoparticulas, ACMSNPs-CA y ACMSNPs-CAxp. La constante de velocidad de
desactivacion total, kr, se determind mediante la suma de la constante de velocidad fisica de
apagamiento (ky), y la constante de velocidad de la reaccion quimica (k). El valor estimado
de kr, para CA libre, es 6,35 x 10" M's !, que indica que el CA es capaz de desactivar

eficientemente al oxigeno singlete.

Por otra parte, cuando el CA se encuentra conjugado covalentemente con la ACMSNPs
o adsorbido a ella, se observa un aumento en la desactivacion del oxigeno singlete,
probablemente debido a los grupos fenolatos que se presentan, como consecuencia de la
alcalinizacion que los grupos aminos de las nanoparticulas confieren al medio, provocando
un cambio de color, que varia del naranjo-rojo al morado intenso. El valor de £t determinado
a partir de la pendiente de la ecuacién Stern-Volmer fue de 1,3x10° M™'s™ y 1,68 x 10° M™!
s, para ACMSNPs-CA y ACMSNPs-CA xp, respectivamente. Este valor de kr levemente
mas elevado, se explica por la desorcion del CA, desde la ACMSNPs al medio. El CA libre
(consecuencia de la desorcion), en su forma de fenolato, es capaz de desactivar
eficientemente el 'O, en la proximidad de la nanoparticula, y también libre en la solucién;
contrario al resultado obtenido para el CA libre que bajo las condiciones experimentales se
encuentra totalmente protonado. Por otra parte, cuando el CA se encuentra conjugado
covalentemente a la nanoparticula, no existe el CA libre capaz de desactivar al oxigeno
singlete, por lo tanto, el valor del kt para las ACMSNPs-CA, es menor que el valor de kr de
ACMSNPs-CA4p. Sin embargo, considerando los valores de las constantes, no existe una
diferencia significativa en la reactividad de cada nanosistema (adsorbido y covalente) frente
al oxigeno singlete, por lo que ambos se pueden considerar ttiles como agentes antioxidantes.
El valor de kt para estos nanosistemas es similar o mayor a valores reportados para moléculas
como quercetina y morina, las cuales se encuentran ampliamente estudiadas, y consideradas

eficientes antioxidantes.
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9.7 EVALUACION DE EMULSIONES COMERCIALES

Se analiz6 la crema comercial St. Ives con la misma metodologia HPLC con la que se
analizaron las emulsiones preparadas en el laboratorio, pero a una longitud de onda igual de
283 nm [53]. Lamentablemente, al analizar las muestras, no se observaron sefiales
cromatograficas para la vitamina E como tocoferol acetato (283 nm) ni como a-tocoferol
(290 nm) por lo que la cantidad de vitamina E en la crema comercial, no pudo ser detectada
ni cuantificada. Para el ensayo se utiliz6 como referencia (o estdndar) tocoferol acetato de

capsulas de vitamina E comerciales.

9.8 EMULSION O/W: PREPARACION y EVALUACION

Primero, se formulé una emulsion bésica compuesta de un reducido numero de
componentes, en ausencia de vitaminas, pero que cumpliera con ser estable tanto a
temperatura ambiente como a 40 °C, con la finalidad de mantenerse estable a lo largo de
todos los ensayos. Ademas, esta emulsion debia ser lo suficientemente fluida, para permitir
la difusion del perdxido de hidréogeno (agente oxidante) en la emulsion. Todas aquellas
formulaciones que no se apreciaron notoriamente fluidas fueron descartadas. Aquellas que
después de una apreciacion visual, se consideraron lo suficientemente fluidas, fueron
seleccionadas para evaluar su estabilidad por 24 y luego 72 horas a temperatura ambiente y
a 40 °C. Solo a aquellas seleccionadas en esta etapa, se les incorporo las vitaminas (A o E)
para evaluar nuevamente la estabilidad, pero incorporando ademas las nanoparticulas y H,O».
Las modificaciones realizadas se hicieron considerando el punto de fusion de las materias
grasas, la viscosidad de los componentes utilizados, el porcentaje de fase grasa y otras
caracteriscticas de la materia prima.

En la Tabla 5 se muestran las formulaciones preparadas. La emulsion E1 se descart6 ya
que presentd una consistencia semisoélida. Para disminuir la viscosidad se puede disminuir el
porcentaje de fase grasa, utilizar componentes grasos de bajo punto de fusion o liquidos con
diferentes viscosidades. Sin embargo, disminuir la viscosidad contribuye a la inestabilidad
de la emulsion. En la emulsion E2 se disminuy¢ el aceite mineral de un 10% a un 6 %, pues

era el componente en mayor cantidad, sin embargo, aunque la emulsion fue estable, la
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consistencia no vari6, siendo igualmente semisdlida. Luego en las emulsiones E3 y E4, se
disminuyeron los componentes solidos de la fase grasa: MEG y alcohol cetilico. Esta
modificacidbn cambidé visiblemente la consistencia, volviéndola mas fluida. Las
formulaciones E3 y E4 fueron estables, sin embargo se reformul6 para obtener una emulsion
aun mas fluida. En las emulsiones E5, E6, E7 y E8 se elimind, o disminuyd, el alcohol cetilico
o el MEG. En las emulsiones E8 y E9 se mantuvieron porcentajes similares de MEG y alcohol
cetilico, aunque para mantener el porcentaje de fase grasa, se compenso con aceite de ricino,
una materia prima liquida pero que aporta a la emulsion una viscosidad intermedia entre el
aceite mineral y la que aportan las materias primas so6lidas. Las emulsiones E5, E6, E7 y E8
resultaron muy fluidas pero inestables antes de las 48 horas a temperatura ambiente, mientras
que E9 y E10 se mantuvieron fluidas y estables por 72 horas a temperatura ambiente y

después de centrifugar a 3500 rpm por 15 minutos.

La inestabilidad de ES, E6, E7 y E8, se puede deber a la eliminacion y/o disminucion de
los componentes de alto punto de fusion y/o a la disminucion del porcentaje total de la fase
grasa, lo que contribuy¢ a la disminucion de la consistencia y eventualmente a desestabilizar
la emulsién. En las emulsiones E9 y E10, en cambio, se mantuvo el porcentaje total de fase
grasa al incluir el aceite de ricino, y se mantuvo al menos un 1% de un componente con un
mayor punto de fusion (MEG o alcohol cetilico). Se seleccion6 la emulsion E10 pues
contiene alcohol cetilico que posee un punto de fusion menor al del MEG y se reformuld,
incorporando vitamina E (E11). La formulacion E11 resultd estable a temperatura ambiente,
tanto a las 24 como a las 72 horas, pero inestable a las 48 horas a 40 °C. A la misma
formulacion El1, se le incorporaron las nanoparticulas, sin embargo, estas sedimentaron
considerablemente antes de las 24 horas a temperatura ambiente. Se decidié aumentar la
viscosidad, incrementando el alcohol cetilico y el aceite de ricino, pero disminuyendo el
aceite mineral y la glicerina, e igualmente manteniendo la vitamina E (formulacion E12). En
la formulacién E12 que contiene nanoparticulas, casi no hubo sedimentacion transcurridas
72 horas a temperatura ambiente, ni tampoco se observo separacion de fases u otro tipo de
inestabilidad. Por otra parte, después de centrifugar por 15 minutos a 3500 rpm, solo se
observaron pequefios floculos, facilmente de reconstituir. Sin embargo, a 40 °C y antes de

las 72 horas, se observo una pequeia separacion de fase. Se reformulé aumentando la
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cantidad de tensactivo, relativo a un 20% de la fase grasa a un 25 % y 30 %, formulaciones
denominadas E13 y E14, respectivamente. Solo la formulacion E14 fue estable por més de
72 horas, a temperatura ambiente y a 40 °C, no habiendo sedimentacion de las
nanoparticulas, manteniéndose asi por mas de 120 horas bajo estas mismas condiciones
(temperatura ambiente y a 40 °C). Los mismos ensayos de estabilidad se realizaron para las
emulsiones con vitamina A, no observandose inestabilidad. Se seleccion6 la formulacion E14
para realizar todos los ensayos, y a partir de ésta se prepararon 2 emulsiones: E-VE y E-VA,
cada una con vitamina E y vitamina A, respectivamente, ¢ incluyendo las ACMSNPs-CA.
Las vitaminas se incorporaron previo a mezclar las fases grasa y acuosa. En el caso de la
vitamina A, se encontrd que las capsulas poseen un 78% de palmitato de retinol respecto de
lo declarado en el envase, por lo tanto, para 100 g de emulsion se agregaron aproximadamente
2 g del contenido en las capsulas, En la Figura 14 se observa la separacion de fases de las

emulsiones E5 y E7, a diferencia de la E14.

Figura 12. Emulsiones terminadas, E5, E7 y E14.

En este trabajo, la fase grasa, se encuentra constituida principalmente por aceite mineral y
aceite de ricino. Al seleccionar el aceite de ricino se considerd, ademads, que su mayor
componente es el 4cido ricinoleico (AR), un acido graso monoinsaturado de 18 de carbonos
con un grupo hidroxilo beta al doble enlace del 4cido graso. La presencia del grupo hidroxilo
permite que el AR sea menos susceptible a la oxidacion, previniendo la formacion de
perdxidos. Es por esto que el aceite de ricino tiene una mayor vida 1til en comparacion a

otros aceites comunmente utilizados en emulsiones cosméticas y alimentos [61]. La
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susceptibilidad a la oxidacioén por parte de aceites y lipidos es un factor a considerar muy
importante en la calidad, seguridad y eficacia de las emulsiones. La peroxidacion lipidica de
lipidos emulsificados es un proceso de autooxidacion a través de mecanismos en los que
participan radicales libres. La reaccion de oxidacion se inicia, cuando radicales libres atacan
al 4cido graso, mediante la abstraccion de un atomo de hidrégeno del grupo metileno de la
cadena alifética del lipido, produciendo principalmente hidroperdxidos [61]. Se selcciond la
vitamina E como compuesto bioactivo por ser un eficiente antioxidante y activo antiage
utilizado en productos cosméticos. Los radicales OH atacan a la vitamina E a través de
diferentes vias: reacciones de abstraccion de hidrégenos desde el OH fendlico y de grupos
metilo; y adiciones electrofilicas de OH en varias posiciones en el anillo aromatico, siendo
la via mas favorable la abstraccion de hidrogeno desde el fenol y la adicidn electrofilica al

anillo aromatico [62].

9.9 PORCENTAJE DE INCORPORACION DE VITAMINA E y VITAMINA A EN
LAS EMULSIONES FABRICADAS

Una vez fabricadas las emulsiones, se cuantifico la cantidad de vitaminas contenidas en
estas (0,5 % (VE) y 0,2 % (VA)). Para la vitamina E (a-tocoferol) se utilizo la metodologia
descrita en el trabajo de Nada y col. la cual fue previamente validada en el laboratorio. Los
resultados encontrados se pueden observar en la Tabla 6. Por otra parte, se utilizo la

metodologia de Satoshi Yokata y Col. para la cuantificacion del palmitato de retinol [54].

Emulsiones
Vitamina E Wikl
(artocoferol) (palmitato de
retinol)
Porcentaje experimental-1 (%) 0,507 % 0,178%
Porcentaje experimental-2 (%) 0,503 % 0,186 %
Porcentaje encontrado -1 (%) 0,509 % 0,170 %
Porcentaje encontrado -2 (%) 0,500 % 0,183 %

Tabla 5. Porcentaje de VE y VA en las emulsiones.
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9.10 INCORPORACION DE NANOPARTICULAS EN EMULSIONES O/W

Al incorporar las nanoparticulas conjugadas con acido carminico (ACMSNPs-CA) en
las emulsiones, estas se dispersaron primero en glicerina para luego agregar la emulsion sobre
ellas, manteniendo el sistema bajo agitacion. Como se mencion6 anteriormente, durante el
desarrollo de la formulacion, se evalu6 la capacidad de las nanoparticulas para mantenerse
en suspension. Se evidencidé que aumentando levemente la viscosidad de la emulsion, las
nanoparticulas logran estar suficientemente suspendidas para realizar todos los ensayos. La
Figura 13, evidencia la presencia de sedimento en la emulsion E11, fendmeno que no se

observa en la emulsion E12.

Figura 13. Emulsiones E11 y E12 terminadas.

9.11 ESTABILIDAD Y CARACTERIZACION DE LAS EMULSIONES

Se evaluaron los aspectos fisicos y quimicos en la estabilidad de las emulsiones. Se
evaluo el color de las emulsiones, viscosidad y estabilidad fisica (cremado, separacion de
fases, caolescencia, etc.) La estabilidad quimica se evalu6 cuantificando la cantidad de
vitamina de las emulsiones, por efecto de la oxidacion por H,O, bajo condiciones de

temperatura.
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9.11.1. ESTABILIDAD FiSICA

La caracterizacion de las emulsiones, en relacion a su estabilidad fisica se evalud
utilizando la emulsiéon E-VE (emulsion sin nanoparticulas) y otras dos emulsiones
denomindas E-VE-NH, y E-VE-CA, en las cuales se incorpor6 ACMSNPs y ACMSNPs-
CA, respectivamente. Se verifico que la emulsion fuese de tipo o/w mediante la incorporacion

de agua a esta.

9.11.2 EVALUACI’(')N DEL COLOR DE LAS EMULSIONES EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE ACMSNPs-CA INCORPORADAS
Para caracterizar el color de las emulsiones se preparar6 una emulsion sin nanoparticulas

y otras tres con diferentes concentraciones de ACMSNPs-CA. Las emulsiones se
denominaron de la siguintes forma:

* E-VE: Emulsion sin nanoparticulas.

= E-VE-CA 0,1%: Emulsién con 0,1% de ACMSNPs-CA.

= E-VE-CA 0,5%: Emulsién con 0,5% de ACMSNPs-CA.

= E-VE-CA 1%: Emulsion con 1% de ACMSNPs-CA.

La emulsiéon sin ACMSNPs-CA es de color blanco al igual que las emulsiones
formuladas con ACMSNPs. Las 3 emulsiones con nanoparticulas, presentaron un color rosa,
con diferentes intensidades. La intensidad del color, como es de esperar, se relaciona
directamente con la concentracion de las nanoparticulas en la emulsion. En la Figura 16 se
observa que al aumentar el porcentaje de ACMSNPs-CA en la emulsion, el color rosa de

estas es mas intenso, pasando de rosa palido a rosa oscuro.
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E-VE-CA 0,1% E-VE-CA 1%

Figura 14. Color de emulsiones con diferentes concentraciones de ACMSNP-CA a) E-VE:
Emulsion con VE sin nanoparticulas. b) E-VE-CA 0,1%: Emulsién con VE y 0,1% de ACMSNPs-
CA. ¢) E-VE-CA 0,5%: Emulsién con VE y 0,5% de ACMSNPs-CA. d) E-VE-CA 1%: Emulsién
con VEy 1% de ACMSNPs-CA.

9.11.3 COLOR DE LAS EMULSIONES FRENTE A CONDICIONES DE ESTRES

El color de la emulsion con VE yun 0,5 % de ACMSNPs-CA (E-VE-CA 0,5%) se evalu6
tras 48 horas de exposicion a las condiciones utilizadas durante los ensayos de oxidacion, las

cuales son las siguientes:

= E-VE-CA 0,5% a temperatura ambiente
= E-VE-CA 0,5% a 40 °C.
= E-VE-CA 0,5% a temeperatura ambiente con solucion de H>O, al 3%

= E-VE-CA 0,5% a 40 °C con solucion de H,O, al 3%

En la Figura 15 se muestran los cambios de color observados para las emulsiones E-VE-

CA, bajo las condiciones mencionadas.
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Figura 15. Color de emulsiones E-VE-CA a tiempo 0, y después de 48 horas de exposicion a las
condiciones trabajo. a) Emulsion E-VE-CA 0,5% a tiempo 0. b) Emulsion E-VE-CA 0,5% a
temperatura ambiente, después de 48 horas. ¢) Emulsion E-VE-CA 0,5% a 40 °C, después de 48 horas
d) Emulsion E-VE-CA 0,5%, después de 48 horas, en presencia de H,0, al 3%. e) Emulsion E-VE-
CA 0,5% con H,0; al 3%, a 40 °C, después de 48 horas.

El analisis de las muestras sometidas bajo las condiciones anteriormente descritas, puede

ser resumido en los siguientes puntos:

a.- Tiempo de exposicion: Emulsiones en ausencia de perdxido, no variaron su color, luego

de 48 horas mantenidas a 40 °C.

b.- Temperatura: Emulsiones en presencia de peréxido, presentan decoloracion recién a las
48 hrs mantenidas a temperatura ambiente. Por otra parte, el aumento de la temperatura a 40

°C produce la decoloracion de las emulsiones antes de las 24 horas.

c.- El mayor cambio en la coloracion de las emulsiones fue observado por la accion del

perdxido a 40 °C.

El per6xido de hidrogeno es el responsable de la disminucidn en la intensidad del color,
debido a que oxida al 4cido carminico unido a la nanoparticula. El cambio en el color se
acentua para la emulsion expuesta a mayor temperatura, debido al aumento en la velocidad
de oxidacion del acido carminico. En este sentido el acido carminico al ser oxidado, esta
contribuyendo a evitar la degradacion de la vitamina E, ubicada en el interior del globulo,

pues el H,O; reaccionard primero con el acido carminico conjugado a la nanoparticula
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ubicada en la interfase, antes de difundir hacia el interior de globulo. Esta reaccion afecta el
color de la emulsion lo que podria limitar la posibilidad de utilizar una ACMSNPs-CA como
colorante. Sin embargo, la presencia del acido carminico y la decoloracién de este en la
emulsion, podria ser util como indicador de la estabilidad quimica de las emulsiones. No
obstante, estas son condiciones forzadas, a las que no se encuentra habitualemnte expuesto
un producto cosmético o alimento, y en ese sentido, la emulsioén en condiciones controladas
de almacenamiento y temperatura, podria mantenerse estable por mayor tiempo, sin variar su

color.

9.11.4 VARIACION DEL COLOR DE LAS EMULSIONES EN FUNCION DEL pH

Se evaluo el efecto del pH en las emulsiones con NPs. Para esto se utilizaron soluciones
de HCI1 0,1 Ny NaOH 0,IN. El 4cido carminico en solucién varia su color dependiendo del
pH del medio, desde un anaranjado —amarillo a pH 1 a rojo violeta a pH sobre 7. En la
Figura 18, se observan 3 emulsiones estudiadas: primero, la emulsién a) con NPs que
originalmente tienen un pH de 5,7 y las otras b) y ¢), ajustadas a pH 1y 9, respectivamente.
En el caso de la emulsion a pH 9, el color es relativamente violeta (o morado), mientras que
a pH 4cido es de color anaranjado suave. A ambos pHs, los colores de las emulsiones son
similares a los que presenta el 4cido carminico en solucion, tanto en medio alcalino como en
medio acido. Esta caracteristica del 4cido carminico se mantiene aun cuando se encuentra
unido a la nanoparticula, por lo que, de incorporase las ACMSNPs-CA a una formulacion,

se debe controlar el pH, pues podria afectar el aspecto del producto.
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E-VE-CAO0,5 %

Figura 16. Imagenes de emulsion E-VE-CA en medios con distintos pH. a)Emulsién E-VE-CA 0,5%
apH 5. b) Emulsion E-VE-CA 0,5% a pH 1. ¢) Emulsion E-VE-CA 0,5% a pH 9.

En la Figura 19, resume las variaciones del color de emulsiones con NPs, que fueron
expuestas bajo las condiciones descritas anteriormente (pH 5, pH 1, pH 9, en presencia de

perdxido a temperatura ambiente y en presencia de pedxido a 40 °C)
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E-VE-CA 0,5%

+

pH=5  pH=1 pH=9 S%H0, 3%H.0,

J J 4 10 4

Figura 17. Emulsiones E-VE-CA frente a diferentes medios (pH, temperatura y concentracion de
H,0,) después de 48 horas. a) Emulsion E-VE-CA 0,5% a pH 5. b) Emulsiéon E-VE-CA 0,5% a pH
1. ¢) Emulsion E-VE-CA 0,5% a pH 9. d) Emulsion E-VE-CA 0,5% con H,0,; al 3%. e) Emulsion E-
VE-CA 0,5% con H,O, al 3% a 40°C.

9.11.5 COLOR DE LAS EMULSIONES CON ACIDO CARMINICO EN SOLUCION

Se evalud y comparo la diferencia entre utilizar las nanoparticulas conjugadas con acido
carminico o agregar el acido carminico en soluciéon. En la Figura 20, se muestran las
emulsiones con CA en solucion, después de 48 horas, las que también experimentaron
variacion del color cuando se incorpora el peroxido de hidrégeno, o adicionalmente, si se
incrementa la temperatura a 40 °C. El color que adquiere la emulsion varia levemente del
color obtenido con la emulsion con ACMSNPs-CA al 0,5%. Una de las desventajas de
adicionar el acido carminico en solucion, es que se encontrara disuelto en la fase acuosa, a
diferencia de cuando se encuentra unido a la nanoparticula, en que se ubicara preferentemente
en la interfase, funcionando como una barrera de proteccion quimica alrededor del globulo,

ademas de la estabilidad mecénica proporcionada por la nanoparticula.
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E-VE-CA en solucion

40 °C

—+

3% H;05 3% H,0,

J 1

Figura 18. Emulsiones con acido carminico en solucion. a) Emulsiones con acido carminico en

solucion, sin H,O, a temperatura ambiente. b) Emulsiones con dcido carminico en solucioén con

H,0,al 3 % ¢) Emulsiones con acido carminico en solucién con H,O,al 3% y a 40 °C.

9.11.6 VISCOSIDAD

Se midi6 la viscosidad de emulsiones con diferentes concentraciones de

nanoparticulas. La viscosidad observada para las emulsiones con vitamina E utilizando

concentraciones de 0,1% 0,5% y 1 % se presenta en la Tabla 7.

Velocidad (rpm) E-VE E-VE-CA E-VE-CA E-VE-CA
(cps) 0,1 % (cps) 0,5 % (cps) 1 % (cps)

40 480 400 426,7 320

80 2933 2533 240,0 173,3

120 204,2 177,8 177,7 133,1

160 166,7 146,7 133,3 93,3

200 133,3 117,3 112,0 85,3

Tabla 7. Viscosidad de emulsiones E-VE, E-VE-CA 0,1 %,
E-VE-CA 0,5 %, E-VE-CA 1 %.
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En la Figura 19 se muestra el grafico de la viscosidad en funcion de la velocidad de
cizalla, observandose un comportamiento pseudoplastico, dado que la viscosidad disminuye
al aumentar la velocidad. Ademads, se observa que al aumentar la concentracion de
nanoparticulas disminuye la viscosidad de la emulsion. El comportamiento usual al
incorporar nanoparticulas a una emulsion es que aumente la viscosidad, sin embargo, en este

es caso ocurre de forma inversa.

Viscosidad vs Velocidad de cizalla

—@&—Blanco
—@— Emulsion 0,1%

Emulsion 0,5 %

Viscosidad
[y
o
o

100 —@®— Emulsion 1 %

0 100 200 300
Velocidad (rpm)

Figura 19. Grafico de viscosidad versus velocidad de cizalla para 4 emulsiones (Blanco (sin
nanoparticulas) y con diferentes concentraciones de ACMSNPs-CA (0,1 %, 0,5% y 1%))

9.11.7 FORMA Y TAMANO DE GLOBULO
En la imagen de la Figura 20, se observan los globulos de una emulsiéon que contiene

ACMSNPs-CA, observandose globulos uniformes, con un tamano de 4 um de diametro.
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Figura 20. Imagen microscépica de emulsion E-VE-CA

9.11.8 ESTABILIDAD QUIMICA
9.11.8.1 CARACTERIZACION DEL pH

Se determind el pH de emulsiones con vitamina E en ausencia y presencia de NPs que
contenian y no acido carminico. El objetivo de esto, fue preparar una emulsion compatible
con el pH 5,5 de la piel, considerando esta emulsiéon como modelo de un producto cosmético.
En las 3 emulsiones se encontraron valores de pH 5,4; 5,3 y 5,7 para la emulsion E-VE, E-

VE-NH, y E-VE-CA, respectivamente.

9.11.8.2 ESTUDIO DE ESTABILIDAD QUIMICA: CONSUMO DE VITAMINA E

La evaluacion de la estabilidad quimica se realizd a través de la determinacion del
consumo de la vitamina E incorporada en la emulsion, en ausencia y presencia de ACMSNPs-
CA. Este ensayo permitioé evaluar si las nanoparticulas conjugadas con CA eran capaces de
disminuir el consumo de VE en la fase oleosa, considerando que se ubicaran preferentemente
en la interface de la emulsion, logrando una proteccion quimica. A partir de ensayos
preeliminares, se decidio utilizar H,O, al 1,5% y 3 %, pues se observo un aumento suficiente
en el consumo de vitamina E. De esta forma, se calcul6 la fraccion de vitamina E respecto de
la cuantificada a tiempo 0, determinando asi el consumo de esta. Se evaluaron las emulsiones

sin NPs, y con ACMSNPs y ACMSNPs-CA.
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En primer lugar, se observo que al exponer la emulsion por mayor tiempo, existia un
mayor consumo de VE. Sin embargo, al utilizar diferentes concentraciones de H,O» (1,5 %
y 3%), el consumo de la vitamina no varié considerablemente, tanto a temperatura ambiente
como a 40 °C. En la Figura 23, se muestra el grafico del consumo de vitamina E, en ausencia
y presencia de H,O, (1,5% y 3%), estudio realizado a temperatura ambiente. Se observa que
no existe una gran disminucién en el consumo de VE, transcurridas 120 horas. Sin embargo,
en el grafico de la Figura 24, se observa que a las 120 horas, utilizando las mismas
concentraciones de peroxido de hidrégeno, pero en muestras expuestas a 40 °C, hay un
aumento del consumo de VE desde un 12,8% a un 39,4%.

A su vez, las emulsiones que fueron expuestas sélo a 40 °C (sin H,O,) también
presentaron un consumo, sin embargo, este bastante menos pronunciado que aquellas con

peroxido.

Consumo de vitamina E en E-VE, sin H,O0,y
con H,O, al 1,5% y 3%.
sin H,0,
1,5%H,0,
M 1,01 T [E593% H,0,
c X - \ _
= N 1
£ 08+ N
£
> 06+
=
=
£ 04+
=
2
S 024
o
0,0 T T T
0 36 120
Tiempo (h)

Figura 21. Grafico de consumo de vitamina E en emulsiéon E-VE, con diferentes concentraciones
de HzOzA
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Consumo de vitamina E en E-VE, sin HO0, y
con H,0, al 1,5% y 3%, a 40 °C.

NXsin H,0,
R 104 N S 1,5% H,0,
£ S 3% H,0,
£ o8t ﬁ
~— T
£ Fﬁ ﬁ
g 087 NN
g
E 04+
w
g
S o2+

0 36 120
Tiempo (h)

Figura 22. Grafico de consumo de vitamina E en emulsiéon E-VE, con diferentes concentraciones
de HzOz ya 40 °C.

Al comparar el consumo de VE de las 3 emulsiones, E-VE, E-VE-NH,, E-VE-CA, para
las diferentes condiciones, se observo que las emulsiones, con nanoparticulas conjugadas con
CA (ACMSNPs-CA) presentaban un menor consumo de VE, evidenciandose el efecto
protector de este nanomaterial antioxidante en las emulsiones. En las Figuras 25 y 26, se
muestran los graficos de las emulsiones sin H,O,, y con H,O; al 1,5 %, a temperatura
ambiente, con los 3 tipos de nanoparticulas. En el grafico de la Figura 27, correspondiente a
las emulsiones con H,O, al 1,5% a 40 °C, se observa que a las 120 horas, hay una pequefia
disminucion en el consumo de VE para las emulsiones con las ACMSNPs-CA, en
comparacion al grafico de la Figura 26. Asi mismo, en las Figuras 28 y 29 se muestran los
graficos de las emulsiones, cuando éstas se someten a 40 °C, en presencia de H,O, al 1,5% y
3%, respectivamente, observandose una importante disminucion en el consumo de VE,
especialmente transcurridas las primeras 36 horas, y en menor medida a las 120 horas. El
efecto protector que otorgan las NPs a las emulsiones es mas notorio al someter las

emulsiones a oxidacion forzada (agente oxidante) y condiciones aceleradas (40 © C).
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Consumo de vitamina E en E-VE, E-VE-NH, y
E-VE-CA, sin HyO,.
/7] Sin NPs
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Figura 23. Grafico de consumo de vitamina E en las emulsion E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA sin
H,0,, a temperatura ambiente.

Consumo de vitamina E en E-VE, E-VE-NH, y
E-VE-CA, con H,O, al 1,5 %.

772 Sin NPs
7772 E-VE-NH,
7 E-VE-CA
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\

\
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Consumo de vitamina E
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Figura 24. Grafico de consumo de vitamina E en las emulsiones E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA con

H,0; al 1,5 %, a temperatura ambiente.
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Consumo de vitamina E

Consumo de vitamina E en E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA,

con H O, al 1,5 %, a 40 °C.
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Figura 25. Grafico de consumo de vitamina E en las emulsiones E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA con

HzOz, al 1,5%, a 40 °C.

Consumo de vitamina E

1,0-
0.8-
0,6
0.4

0,2 -

Consumo de vitamina E en E-VE, E-VE-NH,
y E-VE-CA, con H,0, al 3%, a 40 °C.

777 Sin NPs
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Figura 26. Grafico de consumo de vitamina E en las emulsiones E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA con

HzOz, al 3%, a 40 °C.
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Consumo de vitamina E en E-VE, E-VE-NH,
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Figura 27. Grafico de consumo de vitamina E en las emulsiones E-VE, E-VE-NH, y E-VE-CA sin
HzOz,, a 40 °C.

Los resultados del consumo de VE se pueden correlacionar con los cambios de color
observados en las emulsiones. Las emulsiones E-VE-CA, expuestas al agente oxidante y a
40 °C, se decoloraron considerablemente, sin embargo bajo esas condiciones se obtuvieron

menores consumos de VE, en comparacion a aquellas emulsiones sin ACMSNPs-CA.

9.11.9.3 ESTUDIO DE ESTABILIDAD A PARTIR DE CONSUMO DE VITAMINA A

Los resultados encontrados para el consumo de vitamina A no fueron concluyentes pues

los porcentajes de vitamina A para las diferentes muestras tenian un comportamiento erratico.
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10. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de silice modificadas y conjugadas posteriormente con acido
carminico, incluidas en una emulsion Pickering o/w con vitamina E en su fase oleosa,
estabilizan quimicamente la emulsion, disminuyendo el consumo de vitamina, cuando se
expuso a diferntes concentraciones de H,O» (1,5 % y 3%) y a diferentes temperaturas.

Se prepararon nanoparticulas de silice sélidas con una capa mesoporosa de silice
conjugadas con acido carminico. Se obtuvieron nanoparticulas monodispersas con un tamafio
de 182 nm, donde la capa mesoporosa corresponde a un 20,9 % del didmetro total mientras
que el centro sdlido corresponde a una 58,6%.

El potencial Z de las nanoparticulas cambia de negativo, debido a los grupos OH
presentes en la superficie de la capa porosa, a uno mas positivo, cuando se modifica con
grupos NH,. Las nanoparticulas conjugadas con acido carminico tienen un potencial Z
negativo debido a los grupos OH del CA. Al aumentar el pH del medio, los grupos OH mas
acidos, se ionizan, generando cambios hacia valores mas negativos en el potencial Z. La
cantidad de &cido carminico unido a las nanoparticulas fue de 4,3 mg por cada 100 mg de
nanoparticulas. Las nanoparticulas modificadas con el grupo amino son de color blanco
mientras que las nanoparticulas conjugadas con acido carminico son de color rosado intenso.

Tanto nanoparticulas con CA adsorbido (ACMSNPs-CAaxp) como con CA
covalentemente conjugado (ACMSNPs-CAcov) presentan actividad antoxidante frente
oxigeno singlete. Las ACMSNPs-CAap tienen una mayor constante de velocidad de
desactivacion total (kr) aunque entre, éstas y las ACMSNPs-CAcov no se detectaron
diferencias significativas.

Las emulsiones o/w con vitamina E en su fase oleosa, y con nanoparticulas conjugadas
con acido carminico (ACMSNPs-CA), son estables hasta por 120 horas, a temperatura
ambiente y a 40 °C. La incorporacion de las ACMSNPs-CA genera un cambio de color rosado
intenso, el cual es estable en el tiempo, si se controlan variables como: pH del medio u origen
de especies reactivas. El pH de la emulsion es 5,7 y la intensidad de color rosado depende de
la concentracion de ACMSNPs-CA, frente a cambios de pH en el medio, se producen
cambios de color, analogos a los que suftre el 4cido carminico en solucion. Las nanoparticulas

conjugadas con acido carminico son eficientes como nanomaterial bifuncional, antioxidante
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y colorante, y compatibles con un sistema bifasico como una emulsion o/w.
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