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RESUMEN EJECUTIVO

La baja disponibilidad de la curcumina es un factor limitante para aprovechar sus propiedades
bioactivas, antiinflamatorias, antibacterianas, citotoxicas, hepatoprotectoras, antioxidantes,
entre otras. Las nuevas alternativas para permitir que compuestos insolubles en medios acuosos
aumenten su solubilidad a través de una nanoemulsion son propuestas eficientes porque las
nanoemulsiones pueden transferir rapidamente los principios activos que poseen, caracteristica
que las hace ideales para aplicaciones industriales, farmacéuticas, biotecnolégicas y
alimentarias. La obtencion de curcumina a partir de los rizomas de Curcuma longa L. fue
posible con la extraccion sélido-liquido, utilizando etanol como disolvente debido a su afinidad
qguimica con la curcumina (compuesto fitoquimico liposoluble). La concentraciéon del
disolvente, la relacion entre la materia vegetal y el volumen del disolvente (m/v), la temperatura
y el tiempo de contacto fueron los factores considerados para la extraccion. Basandose en los
resultados del analisis estadistico, se establecieron como condiciones 6ptimas: la concentracion
de etanol (95 %), la relacion m/v (1:8), la temperatura (80 °C) y el tiempo (90 minutos), para
optimizar el proceso de extraccion y obtener un extracto (EMC73) con 22,72 % de curcumina.
La formulacion de la nanoemulsion consistio en una mezcla de extracto de curcumina con
Tween 80 y aceite vegetal, proporciones establecidas segun el disefio experimental propuesto,
teniendo en cuenta el factor de agitacion constante para que los componentes interactien
adecuadamente. La espectroscopia UV-Vis se utilizé con la finalidad de establecer la

dimensién de las gotas que conforman la nanoemulsion, es asi que el tratamiento que presentd
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un porcentaje de transmitancia de 87,58 % con una composicién de 45 % de mezcla extracto-
Tween 80, 35 % de aceite vegetal y 20 % de agua, se identifico el resultado mas éptimo en la
formulacién de la nanoemulsion porque a medida que aumenta la transmitancia de una
muestra, disminuye el tamafio de las particulas en suspension. La utilizacion de Tween 80 y
Eumulgin CO 40 como emulsionantes no idnicos garantizo la estabilidad, solubilidad y efecto
emulsionante de la nanoemulsién, considerando el Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB). Se
midieron las absorbancias de las muestras resultantes del disefio experimental aplicado para
determinar la solubilidad de la nanoemulsion, encontrdndose que la combinacion en proporcion
1:1 de los surfactantes Tween 80 y Eumulgin CO 40, con respecto a los demas tratamientos
fue considerada Optima porque se obtuvo una absorbancia de 0,14 representando la
concentracion de curcumina presente en la disolucion de la nanoemulsién en medio acuoso y

asi se verifico el incremento de la solubilidad de la curcumina.

Palabras clave: Absorbancia, curcuma, emulgente, etanol, Eumulgin CO 40. extraccion,

nanoemulsion, transmitancia, tensoactivos, Tween 80.
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ABTRACT

The low availability of curcumin is a limiting factor to take advantage of its bioactive
properties, anti-inflammatory, antibacterial, cytotoxic, hepatoprotective, antioxidant, among
others. New alternatives to allow insoluble compounds in aqueous media to increase their
solubility through a nanoemulsion are efficient proposals because nanoemulsions can rapidly
transfer the active principles they possess, a characteristic that makes them ideal for industrial,
pharmaceutical, biotechnological, and food applications. Obtaining curcumin from the
rhizomes of Curcuma longa L. was possible with solid-liquid extraction, using ethanol as a
solvent due to its chemical affinity with curcumin (liposoluble phytochemical compound). The
solvent concentration, the ratio of plant matter to solvent volume (m/v), temperature, and
contact time were the factors considered for the extraction. Based on the results of statistical
analysis, were established as optimal conditions: ethanol concentration (95 %), m/v ratio (1:8),
temperature (80 °C), and time (90 minutes), to optimize the extraction process and obtain an
extract (EMC73) with 22.72 % curcumin. The nanoemulsion formulation consisted of a
mixture of curcumin extract with Tween 80 and vegetable oil, proportions established
according to the proposed experimental design, taking into account the constant agitation factor
so that the components interact adequately. The treatment that presented the highest percentage
of transmittance 87.58 % had a composition of 45 % extract-Tween 80 mixture, 35 % vegetable
oil, and 20 % water, considering that as the transmittance of a sample increases, the size of the

particles in suspension decreases. Tween 80 and Eumulgin CO 40 were used as non-ionic
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emulsifiers to guarantee the stability, solubility, and emulsifying effect of the nanoemulsion,
considering the Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB). When measuring the absorbance of
the samples to test the solubility of the nanoemulsion in aqueous medium, 0.14 absorbance was
obtained, which is a direct relationship of the curcumin concentration of the nanoemulsion

dissolved in agueous medium.

Keywords: Absorbance, emulsifier, ethanol, Eumulgin CO 40. extraction, nanoemulsion,

surfactants, transmittance, turmeric, Tween 80.
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CAPITULO |

PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Introduccion
Las plantas poseen metabolitos secundarios 0 compuestos bioactivos que son de gran interés
para los diversos campos de la industria porque tienen multiples beneficios con un mecanismo
de accion complementario [1]. Un componente fitoquimico es producido por las plantas y se
encuentra en pequefias cantidades, debido a que no son esenciales, estos compuestos estan
siendo analizados en investigaciones cientificas para determinar sus propiedades biolégicas
con la finalidad de mejorar el estado de salud de los seres humanos y reducir el riesgo de
padecer enfermedades cronicas [2]. Estudios de investigacion confirman que el consumo de
vegetales y frutas incrementa la ingesta de compuestos bioactivos, especialmente de
antioxidantes, lo cual se considera una estrategia muy efectiva para la prevencion de
enfermedades cardiovasculares y degenerativas. EI mecanismo de accidn de estos compuestos
fitoquimicos adn no esta claro, pero su efecto es el resultado de varias interacciones entre los

distintos componentes asi como con el organismo [3].

En el Ecuador el cultivo de la Curcuma longa L se localiza en la region Amazonica en el canton
Taisha por lo que se han realizado proyectos de comercializacion de 142,2 kg de rizomas de
carcuma con la finalidad de activar la economia local de la provincia de Morona Santiago [4].

En la medicina tradicional la circuma es considerada como una planta energética, calorifica,
amarga, astringente, antibidtico natural, tiene accidn sobre todos los tejidos del cuerpo humano
con buenos efectos en los sistemas respiratorio, digestivo y circulatorio [5]. La mayoria de las
propiedades biologicas de la Curcuma longa L. se le atribuye a su componente principal,
curcumina. En la industria alimentaria se usa como aromatizante, colorante; en la cosmética
se aplica en la formulacién de cremas porque posee grandes cualidades para el cuidado de la
piel; en la biomedicina es una alternativa para el tratamiento de enfermedades degenerativas,

hepaticas y afecciones cutaneas debido a la bioactividad de sus principios activos [6] .



1.2. Justificacion
La curcumina es un compuesto fendlico de color amarillo extraido de los rizomas de la planta
Curcuma longa L. con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, neuroprotectoras,
anticancerigenas que ayudan en el tratamiento de varias patologias entre las que cabe
mencionar el cancer y Alzheimer. Sin embargo, su estructura quimica es de caracter lipofilico,

es decir su biodisponibilidad es limitada porque es insoluble en agua y éter.

La solubilidad puede definirse en términos cuantitativos como la concentracion de un soluto
en una solucion saturada a una cierta temperatura, mientras que en términos cualitativos se
considera como la interaccion espontanea de dos 0 mas sustancias para formar una dispersion
molecularmente homogénea. La solubilidad de un compuesto depende de las caracteristicas del
soluto y del disolvente, también de factores como la temperatura, presion, pH de la solucion,
ademas de los efectos quimicos, eléctricos y estructurales que provocan las interacciones que
ocurren entre los componentes de una mezcla, mientras mayor sea la interaccion entre ambas
especies, mayor serd la solubilidad. Por lo tanto, al mezclar dos sustancias que se atraen entre

si, por accion de las fuerzas electrostaticas van a facilitar el proceso de disolucion.

La nanoemulsiones son una importante alternativa para llevar a cabo funciones de proteccion
y liberacion de ingredientes fitoquimicos como nutracéuticos, antimicrobianos y antioxidantes.
Entre las ventajas que ofrecen las nanoemulsiones es factible mencionar su estabilidad ante la
agregacion y separacion gravitacional, ademas de la liberacién del compuesto protegido en el
sitio especifico. Las nanoemulsiones presentan una apariencia transparente, alta solubilidad y
estabilidad, por lo que brindan una excelente biodisponibilidad oral y eficacia bioldgica a los

principios activos que se encuentran dispersos.

Debido a la baja solubilidad de la curcumina extraida de la Curcuma longa L en disolventes
acuosos se ha visto la necesidad de la elaboracion de una nanoemulsion para incrementar su
solubilidad en medios acuosos, alcanzando de esta manera un mayor aprovechamiento de sus
actividades bioldgicas en futuras formulaciones de diferente tipo como suplementos

alimenticios dermatoldgica, productos farmacolégicos, dermatol6gicos, entre otros.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

e Incrementar la solubilidad de la curcumina extraida de la Cdrcuma longa L. con
mecanismos fisicos y mecanicos.



1.3.2. Objetivos especificos
Optimizar el proceso de obtencion de extractos de Cdrcuma longa L.
Determinar la concentracion de curcumina de los extractos obtenidos.
Aplicar mecanismos fisicos y mecanicos para incrementar la solubilidad de la curcumina
extraida a partir de Carcuma longa L.
Incrementar la solubilidad de la curcumina extraida de la Carcuma longa L. mediante la

formulacion de una nanoemulsion.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

2.1.Descripcion de la Carcuma longa L.

2.1.1. Generalidades

La Curcuma longa L. es una planta herbacea que pertenece a la familia Zingiberaceae, tiene
su origen en el continente asiatico, se la incluye en el grupo de las Comelinidas, poseen paredes
celulares fluorescentes bajo luz ultravioleta, esto se debe a la presencia de &cido ferdlico,
cumarico y salicico en las hojas[7]. El habitat de esta planta se localiza en el continente asiatico,
de manera especifica en Vietnam e India, la circuma es de origen tropical caracteristico de
zonas humedas y calidas, ademas se la puede encontrar en sectores de baja y alta selva. Entre
las condiciones necesarias para desarrollarse puede mencionar la temperatura entre 20 y 30 °C,
el cultivo puede tardar entre siete a diez meses para crecer, se recomienda que el nivel de luz
debe ser relativamente alto, la composicién del suelo de cultivo debe garantizar la presencia de
elementos nutritivos que le permita ser fértil y con buen sistema de drenado, el pH 6ptimo del

suelo se considera en un rango de 5-6, ligeramente acido [8].

2.1.2. Morfologiay Taxonomia

Reino: Vegetal

Clase: Angiosperma
Familia: Zingiberaceas
Género: Curcuma
Especie: longa

Nombre cientifico: Curcuma longa



Figura 1. Planta de Curcuma

La circuma es una planta herbacea que puede llegar a tener una altura de 1 metro, se caracteriza
por presentar hojas perennes con clores de color amarillo [9], ademas tiene raices o tubérculos
oblongo-palmeados de color marrén por fuera y naranja en el interior, cominmente Ilamados
rizomas con alto contenido de metabolitos polifendlicos por lo que son Utiles para propositos
medicinales y culinarios. La circuma se emplea en la industria como colorante, conservante y
saborizante [10]. La cosecha de los tubérculos que miden de 8 a 5 centimetros se realizada

después de diez meses de haber sido plantados.

2.1.3. Zonas de Produccion en Ecuador
Las condiciones ambientales de Ecuador, son dptimas para el desarrollo de un cultivo de
clrcuma, se han identificado varias zonas del pais en donde tiene una produccion significativa,

de preferencia en regiones tropicales, himedas y subtropicales como se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Zonas del Ecuador con produccion de circuma

Zona Atura Condiciones de temperatura
(m.s.n.m.) (°C)
Santo Domingo de los Colorados 660 24,00
La Concordia 300 24,00
Tena 527 23,00
Zamora 900 21,40
Caluma 250 22,90

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia [9].



2.1.4. Composicion Quimica

Se han realizado varios analisis a la curcuma para determinar los componentes presentes en su
estructura, con lo cual determinaron la presencia de minerales (calcio, potasio y sodio),
vitaminas (E, C) y &cidos grasos. A continuacion se detalla en la Tabla 2 la composicién

nutricional completa de la circuma.

Tabla 2. Composicion nutricional de la circuma

Elemento Unidad Valor por 100g Valor por 3g
Nutrientes
Agua g 12,850 0,390
Energia kcal 3120,000 9,000
Proteina g 9,680 0,290
Lipidos Totales g 3,250 0,100
Carbohidratos g 67,170 2,010
Fibra dietética total g 22,700 0,700
AzUcares totales g 3,210 0,100
Minerales
Calcio mg 168,000 5,000
Hierro mg 55,000 1,650
Magnesio mg 208,000 6,000
Fosforo mg 299,000 9,000
Potasio mg 2080,000 62,000
Sodio mg 27,000 1,000
Zinc mg 4,500 0,140
Vitaminas
Vitamina C mg 0,700 0,000
Tiamina mg 0,058 0,002
Riboflavina mg 0,150 0,004
Niacina mg 1,350 0,041
Vitamina B-6 mg 0,107 0,003
Folato, DFE Hg 20,00 1,000
Vitamina B-12 Mg 0,000 0,000




Vitamina A, RAE Hg 0,000 0,000

Vitamina A, I1U U 0,000 0,000
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 4,430 0,130
Vitamina D(D2+D3) Hg 0,000 0,000
Vitamina D U 0,000 0,000
Vitamina K (Filoquinona) Mg 13,400 0,400
Lipidos
Acidos grasos saturados totales g 1,838 0,055
Acidos grasos monoinsaturados totales g 0,449 0,013
Acidos grasos poliinsaturados totales g 0,756 0,023
Acidos grasos trans totales g 0,056 0,002

Fuente: National Nutriente Database for Standard Reference [11].

La composicion quimica de la cdrcuma presenta compuestos volatiles como el cariofileno,
sesquifelandreendreno, arcumeno, bisaboeno, zingibereno [12] y turmeronas [13] y elementos
fitoquimicos no volatiles como los polifenoles y la turmerina, este ultimo péptido tiene la

caracteristica de ser soluble en agua [14].

Los polifenoles curcuminioides presentes en la cdrcuma son: la curcumina, la
demetoxicurcumina, la bisdemetoxicurcumina y la mas recientemente descubierta
ciclocurcumina [15]. La curcumina 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona, es un compuesto fendlico con formula quimica (C21H200e) tiene un peso molecular bajo
(369,37 g/mol), su punto de fusion es 183 °C, su solubilidad es baja en agua y éter, por lo que
es necesaria la utilizacion de disolventes organicos como el hexano, metanol, etanol, y acetona
[16]. Se localiza en la familia de los diarilheptanoides, es decir posee grupos arilo, hidroxi u
0xo sustituidos, unidos entre si a través de una cadena de 7 4tomos de carbono que le confiere
una funcion 1,3-dicarbonilica y diversas insaturaciones [17]. EI mecanismo del que deriva la
curcumina empieza con la demetoxicurcumina mediante un catalizador enzinmatico O-
metiltransferasa y bisdemetoxicurcumina con la intervencién de una hidrolasa. En la siguiente
Figura 2 se muestran las estructuras de los compuestos que estan presentes en los rizomas secos
de Cuarcuma longa L. especificamente bisdemetoxicurcumina, demetoxicurcumina y

curcumina que son responsables del olor caracteristico de la circuma.



O HO
O OH O OH
PN 2 A A AN A A0, H1c’o\ N /\X/Lk7l\~é\/\ O‘CH,‘
2N ~ 2N y X [, I NI CHy, 4 , 113 ) [~ 3
J A . N NoH

HO™ X~ NZNoH HO” X~ NF oM

x

HO

Bisdemetoxicurcumina Demetoxicurcumina Curcumina

Figura 2. Sintesis de la curcumina a partir de reacciones enziméticas

Fuente: GenomeNet [18]

Los compuestos volatiles presentes en la cdrcuma son terpenoides, éstos proveen el olor
caracteristico al rizoma, ademas tiene sesquiterpenos ceténicos tales como zingibereno, ar-
tumerona, isomeros (B-turmerona y a-turmerona ), bisaboleno, cariofileno, a- curcumeno y -

sesquifelandrenendrno que son particulas con alta bioactividad antioxidante [19].

2.1.5. Usos tradicionales

2.1.5.1. Aplicacion de la industria textil

Los colorantes naturales se producen a partir de fuentes naturales como las distintas partes de
la planta. La utilizacion de colores y tintes de origen natural, ha sido una alternativa para la
industria textil, de tal manera que se disminuya el consumo de colorantes quimicos y sintéticos
que resultan ser toxicos y generan una contaminacion ambiental severa, principalmente en los
efluentes. La extraccion de tintes de origen natural ademas de ser una propuesta ecoldgica,
también es inofensiva y no causa efectos colaterales al medio ambiente. Varios paises utilizan
la carcuma como colorante natural, asi es el caso de la India en donde el sol brilla
aproximadamente durante 14 horas diarias, por lo cual utilizan la energia solar para tefiir las
telas de seda con el colorante mencionado, se considera que dicha técnica es econémica y eco
amigable [20]. Productos textiles como la tela 100 % algodon, lana, seda, cuero, papel han sido
tefiidas con tinte vegetal de circuma con resultados exitosos ya que es un producto directo, es
decir, tiene gran afinidad con la fibra textil [21].

2.1.5.2. Aplicacion de industria alimentaria

La seguridad del consumo de colorantes en productos de alimentos es de interés mundial por
lo cual se han desarrollado varias investigaciones para la sintesis de colorantes naturales y
potenciar sus beneficios [22]. Trabajos de investigacion afirman que las propiedades de

Curcuma longa L. son de gran importancia para la industria en la conservacion de alimentos



pues preserva la frescura y da un sabor caracteristico, ademas de atenuar afecciones
estomacales [23]. La curcuma se identifica como E-100 en la industria de alimentos, porque se
emplea como colorante por su caracteristica anaranjada, debido a la presencia de elementos
fendlicos que a su vez aromatizan y proveen de color a diversos productos como la mostaza,
algunas conservas, quesos, cereales, sopas y productos lacteos [24]. Se recomienda que la
ingesta de dicho compuesto se mantenga en un rango maximo de a 100 mg de curcumina/kg
de peso en productos liquidos y 300 mg de curcumina/kg de peso en sustancias solidas, por lo
que la FDA (Food and Drug Administration) considera que la curcumina es un colorante y
saborizante seguro para la elaboracion de alimentos. La extraccion de la oleorresina, se realiza
a partir de los rizomas secos y molidos de la circuma junto con la interaccion de solventes
organicos como la acetona, etanol, metanol, diclorometano que permiten obtener un producto
de caracteristica densa y aceitosa, pastosa 0 semisélida, con una composicion entre el
35y 55 % de curcuminoides y el 25 % de compuestos volatiles, el almacenamiento de la
oleorresina de ser en un lugar con ambiente seco y frio, tomando en cuenta temperaturas entre

15-20 °C, evitando la exposicion al aire, luz y calor [8].
2.1.5.3. Aplicacién farmacoldgica

En la medicina ancestral, la curcumina se emplea para tratamiento trastornos hepaticos,
diabetes, reumatismos, hinchazon, esguinces, dolores estomacales; afecciones respiratorias
como la alergia, el asma, la hiperactividad bronquial, sinusitis, tos [25].

El Comité de Productos Medicinales Herbales en el 2009, incluy6 a la circuma como producto
apropiado para uso medicinal debido a sus diversas propiedades biomédicas entre las que se
pueden mencionar beneficios antiinflamatorios, calma el malestar digestivo, ademas se emplea
como alternativa medicinal cicatrizante. En la composicién de la cdrcuma, los curcuminoides
son los que proveen estas cualidades bioactivas. EI uso medicinal puede darse a partir del polvo
de clircuma seca y molida en una infusién con agua, o por el método de extraccién con
disolvente etandlico al 70-96 % [26].

Se han realizado varias investigaciones cientificas que han permitido comprobar las
propiedades bioldgicas de la Curcuma en el tratamiento de la artritis, actla reduciendo la
inflamacion, adicionalmente se ha analizado su uso en la prevencién de la arterioesclerosis,
proteccion hepatica, ademas resulta su gran interés como agente anticancerigeno [8]. En la
medicina tradicional la curcuma tiene una funcién protectora nivel del higado y como
tratamiento de la ictericia, debido a que la composicion de la circuma aumenta la cantidad de

glutation y la accion glutation -s-transferasa en dicho 6rgano, las sustancias mencionadas tienen



efectos protectores ante los efectos dafiinos de radicales libres y toxinas [8]. Una de las
propiedades bioactivas de la curcumina, es el poder antioxidante que incide directamente en la
expresion de enzimas como el citocromo P450 oxidasa y la glutation-sintasa (GTS) que estan
relacionadas con procesos que neutralizan los radicales libres. La capacidad antiinflamatoria
de la curcumina actla evitando la sintesis de prostaglandinas inflamatorias, con esa
informacion como base se han realizado diversas investigaciones cientificas en las que se han
obtenido resultados eficientes en la reduccién de niveles inflamatorios en artritis reumatoide
sin provocar consecuencias adversas [27].

La actividad bioldgica citotoxica se debe a la inhibicion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la
cual es responsable del proceso de inflamacidn con incidencia en la generacion de diferentes
tipos de cancer. El trabajo de investigacion realizado por Taylor y Leonard en el 2011,
determinaron la capacidad antiinflamatoria de la curcumina como tratamiento para la reduccion
del crecimiento celular con la finalidad de impedir la expresién del factor de necrosis tumoral-
a (TNG-0) y de interleukinas IL-16, IL-6. La funcion de la curcumina a nivel gastrointestinal
permite el aumento de la mucosa y proteccion de paredes del estbmago, ademas de estimula la
digestion de alimentos ricos en grasa, esto se debe a que impide que ciertos factores de
transcripcion causen una inflamacion a nivel intestinal como por ejemplo el factor 3-catequina
o factor nuclear Kappa-3 [28].

El Alzheimer es una enfermedad de demencia que se caracterizan en la poblacién de personas
de la tercera edad, afecta al cerebro de manera especial en la memoria, pensamiento y lenguaje.
Estudios realizados por Witkin & Li en el 2013 determinaron que la curcumina evita la
acumulacion de placas beta-amiloide que estan relacionadas con la enfermedad antes
mencionada, ademas estudios in vivo demostraron la eficacia de la curcumina en la diminucion
del estrés, provocando una notable mejora en la ansiedad e irritabilidad, modifica la sefial

celular en los mecanismos de neurotransmision [29].

2.2.Propiedades bioldgicas de curcumina con experimentacion in vitro

La curcumina tiene gran importancia farmacoldgica por sus multiples propiedades que le
permite actuar sobre diversas patologias. Se han realizado varias investigaciones de la
curcumina que han aportado con determinacién de su actividad biolégica con mas de treinta
proteinas, entre las cuales cabe mencionar la ADN polimerasa, lipoxigenasa (LOX), tubulina,
o el factor nuclear-kappa B (NF-xB) [30]. Los complejos formados mediante su union a iones
metalicos divalentes de Fe, Cu, Mny Zn han mostrado también un alto potencial terapéutico.
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La curcumina tiene multiples actividades biologicas: antiinflamatoria, antioxidante,
quimiopreventiva, anticancerigena y también como protector del sistema nervioso [31]. La
propiedad antiinflamatoria directamente se debe a la inhibicion de la unién del factor de
transcripcion NF-kB al ADN, como consecuencia se reduce la concentracién de citoquinas pro-
inflamatorias. Los derivados carboxilicos de la curcumina, son excelentes agentes
antioxidantes, actuando directamente sobre los radicales libres [32]. En cuanto a la actividad
protectora del sistema nervioso y anticancerigena, la curcumina interviene en el ciclo celular
causando la apoptosis de las células carcinogénicas [33]. Adicionalmente cabe mencionar que
estudios recientes han determinado actividad frente al virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), actta directamente sobre las proteinas VIH-1 IN y VIH-1 PR, responsables de propagar

el ciclo de vida de virus, uniéndose a ellas y provocando su inhibicién [34].

2.2.1. Actividad antibacteriana

2.2.1.1. Mecanismo de accion frente a cepas de bacterias nosocomiales

Una investigacion in vitro realizada por Alvarez, Angulo & Contreras sobre la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico y aceite esencial del Curcuma longa L. comprobd el
efecto de la curcumina para contrarrestar el crecimiento de bacterias nosocomiales. La
preparacion de los ensayos de laboratorio se llevé a cabo con una formulacion especifica para
determinar la actividad antibacteriana del extracto etanolico y del aceite esencial por el método
de microdilucion, para lo cual fue necesario obtener varias diluciones a distintas
concentraciones (100, 500 y 100 ppm) para colocar un volumen de 100 pL de cada dilucion
junto con 10 pL de suspension bacteriana en una microplaca de 96 pocillos. Posteriormente se
mantuvo en incubacién por un tiempo de 24 horas y la determinacion de la propagacion
bacteriana se realiz6 con medicién de la densidad 6ptica con una longitud de onda de 630 nm.
Adicionalmente para evaluar la bioactividad antimicrobiana se calculé el porcentaje de
disminucion de crecimiento de microorganismos que ha sido propuesto por Sandasi, Leonard
& Viljoen en el 2010. Los resultados obtenidos fueron efectivos en la reduccion del crecimiento
bacteriano de manera directamente proporcional con la concentracién del extracto etandlico y
del aceite esencial, en la Tabla 3 se muestra el registro de la bioactividad antimicrobiana de

Curcuma longa L. frente a varias cepas nocosomiales.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de Curcuma longa L. con cepas de bacterias nocosomiales

Extracto etandlico
C. crec. 100 ppm 500 ppm 1 000 ppm C. est.
E. coli Ec (Al) 0.675£0.069  0433=0011  0442=0005  0422=0021  0252+0.012
K. pneumoniae ATCC 700603 Kp ATCC 700603 0.668£0.030 043820010  0419=0.020 0416=0.008  0.264=0.007
P. aeruginosa ATCC 27853 Pa ATCC 27853 0.603£0.023  0.589=0.059  0.587=0.045  0.545=0.050  0.252+0.014

Bacterias Cadigo

P aeruginosa Pa (Al) 0.559+0.021 055520013 054820029 049820029  0.300£0.035
S. aurens ATCC 25923 Sa ATCC 25923 0.518£0.006 048420052 04560019 040520021  0.252+0.007
K. pneumoniae Kp (Al) 0.5710.040 047120014 045720001 045120005  0.276x0.009
Aceite esencial
S. aureus ATCC 43300 Sa ATCC 43300 0.659£0.062 055620027  0553£0.007  0517=0.006  0.23320.004
S. aurens ATCC 25923 Sa ATCC 25923 0.879+0.078 065620046 063020025 06180030  0.269+0.008
S. aurens ATCC 29213 Sa ATCC 29213 0.692£0.052 06740086 062520030  0591=0058  0.334=0.089
E. coli ATCC 25922 Ec ATCC 25922 0.867£0.029 08480013 078720033 0737=0010  0.252+0.009
E. coli Ec (All) 1.095£0.025 110320007  1.019=0020 09090098  0.254+0.005
E. coli Ec (AD) 0.675£0.069 065420016  0.649£0.051  0597=0017  0.252+0.009
Proteus sp. Proteus (Al) 1.028£0.014 092320036 087520019  0817=0031  0.269+0.005
Bacillus sp. B (Al) 0818£0.027 063720044  0582£0052 05040100  0.252+0.009
K. pneumoniae Kp (Al) 09750015  0926£0016  0.804£0.039  0668£0036 02630014
K. pneumoniae Kp (AIl) 11130011 110920027 110520039  0.786=0.125  0.264x0.005
Salmonella sp. S (Al 0.953£0.036 09290021  0.900£0.045 08970014  0.267+0.009

P aeruginosa ATCC 27853 Pa ATCC 27853 12910150 124620067  1.118=0.141 100620056  0.249:0.002

Fuente: Méndez Nelson, Angulo Alberto, Contreras Orfa [35].

2.2.2. Actividad antiinflamatoria

2.2.2.1. Mecanismos de accién de medicamentos antiinflamatorios

La actividad antiinflamatoria de la cdrcuma, se determind mediante ensayos de laboratorio
realizado por Clapé & Alfonso, lo que permitié concluir que los principios activos de los
extractos de Curcuma longa L. actian en enfermedades como la artritis reumatoidea y la
osteoartritis, los principales compuestos que permiten que la cdrcuma tenga propiedad
antiinflamatoria son la curcumina, cetonas sesquiterpénicas especificamente las turmeronas y

los polisacéridos que forman parte de la composicion quimica del rizoma de cdrcuma.

2.2.3. Actividad citotoxica

2.2.3.1. Propiedades antitumorales

La curcumina tiene la cualidad inhibir de manera especifica ciertos componentes en las vias de
sefializacion en el mecanismo de carcinogénesis como la modulacion de moléculas
transcripcionales, citoquinas, quinasas, factores de crecimiento y algunas enzimas. La

estructura quimica de dicho polifenol tiene afinidad de interactuar con proteinas que forman
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parte de la regulacidn epigenética, afectando directamente sobre su actividad y expresion, ya
que las proteinas anteriormente mencionadas son las encargadas de las modificaciones
anormales en la molécula de ADN como la hipermetilacion en lugares determinados dentro de
la estructura del ADN [36]. Ademas la curcumina disminuye la acetilacion de las histonas (H3

y H4) que cumplen un rol importante en la modulacion de expresion genética [37].

La bioactividad anticancerigena o quimiopreventiva ha sido comprobada mediante ensayos de
laboratorio frente a distintos canceres entre los que se puede incluir melanomas, leucemia,
gastrointestinales, pulmon, higado, pancreas, etc [38]. La apoptosis ocasionada en las celulas
cancerigenas de pulmon (PC-9) tiene un efecto que causa dafio a nivel de ADN para evitar el
crecimiento y proliferacion celular, en el cual el mecanismo de accidn de la curcumina es
aumentar la expresion del gen efector de la proteina de supresion tumoral P53 (GADDA45),
ademas suprime el crecimiento celular de las células PC-9 y asi detener el ciclo celular G1/S,
por lo tanto, se genera la apoptosis. También provoca la expresion de la ciclina que depende
de los genes inhibidores de la quinasa p21 y p27, ademas, de manera simultanea se evita la
expresion de genes cilina-D1, CDK2, CDK4, CDK®, Bcl-2, que se relacionan con el aumento
de la concentracion de GADD45 y GADD153, por lo tanto la actividad anticancerigena de la

curcumina se puede aplicar como alternativa para el tratamiento de cancer de pulmon [39].

En las células prostaticas, es factible emplear la curcumina como una opcidn quimiopreventiva
para el cancer de prostata debido a su mecanismos de accion que se logra explicar con el
aumento de la expresion de la kinasa fosfatasa-5 y de manera simultanea la reduccion de factor
nuclear kappa-b (NFkB)p38-dependiente que es impulsado por las citoquinas, de manera
especifica la interleukina-8 (IL-8), ciclooxigensas-2 (COX-2), interleukina-6 (I1L-6) [40].

2.2.4. Actividad antioxidante

2.2.4.1. Mecanismo de accion de agentes antioxidantes

Estudios cientificos han determinado que la circuma posee alto contenido de compuestos
antioxidantes que evitan el dafio provocado por los radicales libres, de manera especial actua
con beneficios inmunomoduladores, citoprotectores, hepatoprotectores, gracias al principio
activo curcumina. El arsénico es un contaminante que se encuentra distribuido en el medio
ambiente y su consecuencia a nivel fisioldgico es la generacion de radicales libres que provocan
un desequilibrio e incluso si estas especies reactivas de oxigeno se encuentran en
concentraciones elevadas ocasionan vasculopatias, enfermedades neurodegenerativas, cancer,

disfuncion inmune, diabetes mellitus [41] por lo tanto, la curcumina neutraliza la accién de
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éstas moléculas con la reduccién de peroxidacion lipidica. Simultaneamente incrementa la
concentracion de enzimas de detoxificacién como glutation peroxidasa, catalasa y superoxido
dismutasa; ademas con el aumento de la polimerasa, permite la reparacion del ADN. Se
comprob6 que la curcuma también impide la elevacion de la glucosa, urea sérica, triglicéridos,
lo cual le convierte en un alternativa de facil accesibilidad para el tratamiento sobre los efectos

nocivos del arsénico [42].

A nivel testicular la curcumina actia como quimioprotector porque disminuye el estrés
oxidativo provocado por di-n-butilftalato, concluyéndose que es adecuado para reducir el

riesgo de toxicidad en el sistema reproductor [43].

La utilizacion del microondas para calentar comidas que se encuentran en recipientes
desechables es un alto riesgo para la salud, pues se induce a la produccién de un compuesto
carcindgeno en células hepaticas, entonces la utilizacion de la curcumina reduce la generacion
de radicales libres, microndcleos y ademas tiene alto poder citotéxico en las células Hep G2,
dicha actividad depende de la concentracion de perdxido de hidrogeno y de un mecanismo

antioxidante especifico para contrarrestar los efectos genotédxicos de la archilamida [44].

Los investigadores Kheradpezhouh y sus colaboradores realizaron un analisis in vitro sobre
la reduccidn de los efectos a nivel hepatico que causa el acetaminofen, en presencia extractos
con alta concentracion de curcumina dando lugar a una cinética quimica dosis-dependiente con
el objetivo de reducir ciertos parametros de oxidacion como el malondialdehido, glutation
peroxidasa y catalasa, por lo tanto, la curcumina en combinacion con N-acetilcisteina pueden

servir de tratamiento frente a una sobredosis de acetaminofen [45].

La terapia antienvejecimiento también es una aplicacion de la curcumina por sus propiedades
antioxidantes, debido a que la curcumina impulsa la respuesta al estrés oxidativo en los
fibroblastos que conforman la piel, mediante el mecanismo de la ruta fosfatidil inositol-3-
quinasa/Akt, como resultado es la estimulacion de defensas con capacidad antioxidante a nivel
celular [46].

2.3.Meétodo de extraccion de curcumina a partir de Circuma longa L.

Existen varios métodos propuestos para la extraccion de metabolitos vegetales, sin embargo,
la presente investigacion ha considerado el método de extraccion de solido-liquido porque
permite extraccion de elementos solubles de una matriz vegetal con la utilizacion de un

solvente con afinidad quimica, ademas la técnica es rapida y de facil acceso.
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2.3.1. Extraccion solido- liquido

Las plantas poseen elementos fitoquimicos de interés por su actividad biomédica, por lo tanto,
resulta importante mencionar que la obtencidn los compuestos a partir de la materia prima se
realiza por distintos mecanismos fisicos y quimicos. La extraccién sélido-liquido, comprende
la interaccidn entre la materia prima esta en estado solido previamente preparada para el
procedimiento y la aplicacion de un disolvente liquido, para lo cual es imprescindible investigar
la afinidad quimica del principio activo de interés con el solvente a utilizar para que su
extraccion tenga alto rendimiento. Ademas, es importante tomar en cuenta el factor temperatura
durante el proceso de decoccién con la finalidad de evitar la descomposicion quimica de los
elementos fitoquimicos. Investigaciones que se han realizado previamente confirman que la
extraccion solido- liquido asistida por decoccion de los rizomas de la planta, tiene alto
rendimiento con contenido de curcumina que ha sido determinado por analisis cuantitativos y

cualitativos de laboratorio [47] .

2.4. Método de cuantificacidn de curcumina por espectroscopia UV-Visible

El andlisis que se realiza utilizando espectroscopia UV-Visible se fundamenta en la proporcion
de radiacion electromagnética que una muestra puede transmitir o absorber en rango UV-Vis.
La espectroscopia establece el cambio de nivel energético desde un estado basal de superior
energia y compone una técnica complementaria a la espectroscopia de fluorescencia. El rango
de longitudes de onda que corresponden a la regién UV-Vis esta entre 195-450 nm, en el rango
se pueden identificar grupos funcionales que poseen en su estructura al menos un doble enlace,
compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces, grupos carbonilos entre otros [48]. En
la region visible del espectro es factible distinguir el color de la muestra que corresponde a la
longitud de onda que transmite, mas no que absorbe. El color que absorbe es complementario
al que transmite, por lo tanto, para efectuar las mediciones respectivas a la absorcion, se debe

tomar en cuenta el rango de longitud de onda en la que absorbe la luz la muestra [49].

La curcumina es un compuesto cromoforo responsable del caracteristico color amarillo de los
rizomas de la planta, el rango del espectro para la absorcion de luz se considera entre 400-550
nm [50].

2.5.Formulacién de la Nanoemulsion
La biodisponibilidad de la curcumina es restringida por su baja solubilidad en medio acuoso y
su acelerado metabolismo mediante glucuronidacion hepatica y sulfatacion [51]. Las formas

nanomeétricas de presentacion como las nanoemulsiones ofrecen un gran potencial para
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administrar altas concentraciones de componentes bioactivos solubles en aceite en una amplia
linea de productos alimentarios [52]. La gotas de una nanoemulsién tienen un radio inferior a
100 nm que depende de la composicion del sistema y del método de homogenizacion del
mismo [53]. La mayoria de las emulsiones tienen tres regiones que poseen propiedades
fisicoquimicas especificas: el interior de las goticulas, la fase continua y la interfase. Las
moléculas en una emulsion se distribuyen entre estas tres regiones en funcién de su
concentracion y polaridad [54]. Las moléculas no polares tienden a ubicarse principalmente en
la fase oleosa, las moléculas polares en la fase acuosa, y las moléculas anfifilicas en la interfase.
Una caracteristica particular de las nanoemulsiones es su estabilidad cinética [55]. Para hacer
una emulsion estable de forma reproducible, un gran numero de factores deben ser controlados.
Estos incluyen la seleccion de una composicion apropiada, el control de la orden de adicion de
los componentes y la aplicacion de la fuerza cortante para que se rompan de manera efectiva
las gotas. Hay varios requisitos adicionales para la elaboracion de nanoemulsiones [56]. La
fase oleosa, usada para preparar nanoemulsiones puede estar formulada por varios
componentes no polares, incluyendo triacilglicéridos, diacilglicéridos, monoacilglicéridos,
acidos grasos libres, aceites saborizantes, esenciales y minerales, ceras, sustitutos de grasas,
vitaminas liposolubles y varios nutraceuticos lipofilicos (por ejemplo, carotenoides,
curcumina, fitoesteroles, fitoestanoles, coenzima Q, etc.) [57]. La formacion, estabilidad y
propiedades de las nanoemulsiones a menudo dependen del conjunto de las caracteristicas
fisicoquimicas de la fase oleosa, como la polaridad, solubilidad en agua, tension interfasal,
indice de refraccion, viscosidad, densidad y estabilidad quimica [58]. Por otra parte, la fase
acuosa utilizada para preparar una emulsion cominmente esta formada por agua, pero también
puede contener una variedad de otros componentes polares, incluyendo co-disolventes
(alcoholes o polioles), carbohidratos, proteinas, minerales, acidos y bases. El tipo y
concentracion de estos componentes determinan la polaridad, tension interfacial, indice de
refraccion, reologia, densidad, comportamiento de las fases, pH y fuerza ionica de la fase
acuosa que, en conjunto, impactaran sobre la formacion, estabilidad y las propiedades

fisicoquimicas de la nanoemulsion producida [53].

Es indispensable agregar varios tipos de estabilizadores a las nanoemulsiones para mejorar su
estabilidad a largo plazo. Al formar nanoemulsiones es necesario que la fase continua tenga un
significativo exceso de tensoactivo que disminuya la tension en la interfase, con la finalidad de

crear nuevas areas de superficie de las gotas en nanoescala, para ser rapidamente cubiertas
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durante la emulsificacion, logrando asi inhibir la coalescencia inducida por el cizallamiento
[59].

2.5.1. Emulgentes utilizados para una nanoemulsion

Los emulgentes empleados en la formulacion de la nanoemulsion pueden ser de origen natural
o sintético y cumplen la funcion de estabilizarla por un largo periodo, la principal propiedad
que deben poseer los emulgentes es la capacidad de absorcion rapida en la fase dispersa
evitando la ruptura durante la colision entre dos gotas, con la finalidad de evitar la coalescencia.
Ademas, otro factor importante es la solubilidad en la fase continua, lo cual facilita el efecto

emulsificante en la mezcla en altas y bajas concentraciones [60].

Es importante la utilizacion de los emulgentes para garantizar estabilidad de las
nanoemulsiones, de tal manera que el tamafio de la gota no aumente, debido a que la mayoria
de los emulgentes empleados poseen alto peso molecular por ser polimeros de gran tamafio. En
una investigacion realizada por Mao y sus colaboradores en el 2009 sobre la utilizacién de
distintos emulgentes de gran peso molecular en la preparacion de nanoemulsiones de  f-
caroteno empleando la técnica de homogenizacion tomando en cuenta el factor presion, entre
los emulgentes que se aplicaron se mencionan manolaureato de decaglicerol, Tween 20, octenil
succinato de almidén, mezcla de aislado de proteina de suero después de un andlisis se
determind que el Tween 20 y el monolaureato de decaglicerol presentaron la produccion de
gotas de bajo tamafio y la reduccion de la tensidon interfacial, lo cual permitié que las gotas se
incorporen facilmente [61].

2.5.2. Métodos formacién de nanoemulsiones

La mezcla entre un elemento acuoso y un compuesto lipidico, no puede generarse de forma
espontanea, por lo cual es indispensable aplicar energia para que se lleve a cabo la union entre
los mencionados compuestos [62]. Los métodos involucrados en la formacion de una

nanoemulsion pueden ser de baja o alta energia
2.5.2.1. Métodos de Alta Energia

Las nanoemulsiones que se obtienen aplicando mecanismos de alta energia, que garantizan que
la energia aplicada al sistema permite mantener su estabilidad en presencia de ciertos elementos
que modifiquen su composicion. Los procesos mecanicos se fundamentan en la utilizacion de
dispositivos especificos que ocasionan fuerzas disruptivas para alcanzar el fraccionamiento de
las fases macroscopicas, el uso de estas técnicas permite alta eficiencia en la formacion de

nanoemulsiones, considerando el tamafio de las gotas en la fase dispersa. Las técnicas con

17



aplicacion de alta energia para la produccién de nanoemulsiones son agitacion con altas

velocidades, aplicacion de presiones altas y ultrasonidos [63].
2.5.2.1.1. Aplicacidn de presiones altas

El método de homogenizacion por altas presiones (HAP) permite obtener nanoemulsiones con
alto rendimiento, se conoce también como microfluidizacion, debido a la presion que se le
aporta al fluido con un valor aproximado a 300 MPa cuando pasa por una valvula, lo que
permite la disminucion del tamafio de la gota que contiene la nanoemulsién. Donsi, Senatore,
Huang y Ferrari (2010) utilizaron un emulgente nuevo a partir de chicharo, en el que se
obtuvieron nanoemulsiones estables y con el tamafio de las gotas de 100 nm dentro de los
parametros de una nanoescala utilizando altas presiones comprendidas entre 200 y 300 MPa
[64]. La homogeneizacion presenta algunos factores que afectan en el tamafio de las gotas en
las nanoemulsiones, por ende, en la estabilidad a largo plazo de la emulsion, entre las

principales causas se mencionan la presién suministrada y el nimero de pases [65].
2.5.2.1.2. Ultrasonidos

Técnicas por ultrasonidos, han sido empleada hace mas de 50 afios, debido a que permiten que
se produzca el efecto de cavitacion, que se refiere al proceso hidrodinamico que da lugar a la
creacion de las nanoemulsiones. Los cambio fisicos y quimicos en la composicién de una
mezcla son generados a través de las ondas de ultrasonido comprendidas entre 20 a 100 kHz.
Una superficie plana tiene vibraciones con una respectiva amplitud y frecuencia, provocando
ondas longitudinales que se propagan en medios liquidos o gaseosos. La generacion del
desplazamiento de las particulas del medio da paso al proceso de cavitacion acustica como
consecuencia de las compresiones y refracciones bajo presion fluctuante. Las gotas de emulsion
tienen un tamafno considerado dentro de la nano escala, es posible obtenerlas mediante
cavitacion, pues comprende la generaciony colapso de cavidades de vapor en un fluido liquido,
dando lugar a la formacion de ondas de choque que se difunden en la disolucion, por ende,
causan la ruptura del liquido disperso [66].

En varios trabajos de investigacidn se ha analizado que los factores que permiten evaluar una
nanoemulsion al aplicar ultrasonido son: el tratamiento, la frecuenciay la potencia. La potencia
empleada en este método debe ser baja y la frecuencia se considera en un rango 6ptimo de 20
a 24 kHz para tener una efectividad en la formacion de nanoemulsiones. Ademas del tipo de

tratamiento aplicado en la nanoemulsion, se debe tomar en cuenta el tiempo de ejecucion, ya
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que se ha comprobado que mientras mas largo es el periodo de aplicacion del tratamiento, se

obtienen gotas de tamafio nano escala [67].
2.5.2.2. Método de Baja Energia

Los métodos que requieren una baja energia para la obtencion de nanoemulsiones se
fundamentan en obtener gotas en un sistema agua-aceite-emulgente, con una variacion de los
factores dentro del proceso o a su vez modificaciones en la composicion quimica del sistema.
Los procesos de baja energia mas cominmente utilizados son: el autoensamble, inversion de

fases o formacidn espontanea, formacion por membrana y desplazamiento del disolvente [68].
2.5.2.2.1. Autoensamble

El método de autoensamble consiste en la obtencion de nanoemulsiones mediante la utilizacion
de emulgentes solubles en agua y agitacion constante por un tiempo especifico para formar una
nanoemulsion de capa simple. Posteriormente se afiade un biopolimero con la finalidad de
revestir la fase dispersa, lo cual permite tener una nanoemulsion de doble capa; por ultimo,
nuevamente se agrega otro biopolimero para alcanzar una nanoemulsién de triple capa. El

tamario de las gotas de este tipo de nanoemulsiones oscilan en un rango de 20 a 300 nm [69].
2.5.2.2.2. Inversion de fases o formacion espontanea

Una alternativa de bajo costo y eficiente para la obtencion de nanoemulsiones es la formacion
espontanea, porque se basa en el aprovechamiento de la energia quimica que tiene el sistema
de emulsidén debido a la inversion de las fases, es decir, cuando una mezcla agua en aceite se
transforma en una mezcla de aceite en agua. El emulgente posee afinidad con la fase dispersa,
junto con la aplicacion de agitacion constante es posible estabilizar la mezcla [70]. Los factores
que influyen en la inversion de las fases son: la velocidad de coalescencia de las gotas, volumen
de la fase dispersa, proporcion aceite y emulgente, velocidad a la que se afiaden las fases al

sistema [71].

En la Figura 3 se puede observar el proceso de inversion de fases, inicialmente al sistema agua
en aceite, se adicionan mas cantidad de gotas de agua con la finalidad que el tamafio de las
gotas iniciales vayan creciendo hasta circundar al aceite (fase continua), provocando que el

agua se convierta en la fase continua de la emulsion.
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Figura 3 Obtencién de emulsién el método inversion de fases [72]

2.5.2.2.3. Formacion por membrana

El método de formacion de emulsiones por membrana se basa en el paso de la fase dispersa
por una membrana, con el objetivo de disminuir el tamafio de las gotas de la emulsién. Es un
proceso de rapida aplicacion, la cantidad de emulgente que necesita el proceso es menor con

respecto a los métodos de alta energia, las gotas que se obtienen son mas pequefias.
2.5.2.2.4. Desplazamiento del disolvente

El proceso de obtencién de una emulsion por desplazamiento del solvente requiere de la
aplicacion de un disolvente organico con elementos lipofilicos funcionales en la fase acuosa en
presencia del emulgente, ademas la propagacion del solvente organico en la fase acuosa logra

la obtencion de nanoemulsiones y como Ultima etapa el solvente se evapora [73].

2.5.3. Aplicaciones de nanoemulsiones

La nanoemulsiones tienen diversas aplicaciones en la industria de alimentos porque se busca
desarrollar novedosos sistemas de liberacion de principios activos y componentes de naturaleza
lipofilica con su respectiva incorporacion en productos alimenticios. Las nanoemulsiones O/W
son estables, idéneas para el transporte de principios activos como componentes fitoquimicos,
vitaminas, preservantes, etc. Otra de las funciones es prolongar el tiempo de vida datil de

alimentos [74].

En la industria farmacéutica son altamente utilizados como medio de transporte, porque llevan

en su composicion moléculas lipofilicas con propiedades biolégicas y ademas proveen de
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proteccion a los componentes bioactivos frente a enzimas hidrofilicas y altos rangos de pH,

tienen la facilidad de producirse a gran escala y son biodegradables [75].
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

3.1. Materiales

Fundas  herméticas, papel aluminio, lienzo, vasos de precipitacion de
1000, 500 y 250 ml (PYREX + 0,05 ml), probetas graduadas de vidrio de 1000, 500 y 100 ml
(Boro 3.3 £ 0,01 ml), agitador magnético, frascos &mbar de 50 ml, tubos tapa rosca de 15y 25
ml, varilla de agitacion, gradilla plastica, tubos plasticos de centrifuga, micropipetas de 100—
1000 pL, balones de aforo de 1000 y 100 ml (+ 0,01 ml), balén rotoevaporador (IKA RUS,

USA), celdas de cuarzo de 1 ml para espectrofotometro.

3.2. Equipos

Secador de Bandejas (GANDER MTN, China), licuadora (OSTER), balanza analitica
(OHASUS, PA214), balanza de Humedad (KERN MLS 50-3), plancha de calentamiento con
agitador magnético (Super Nouva Multiplace, Thermo Scientific), refrigeradora,
rotaevaporador (IKA RU8, USA), bafio Maria (IKA, USA), centrifuga (Hettich Zentrifugen,
Germany), espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany), vortex (Fisher Scientific,
USA).

3.3. Reactivos

e Preparacion de extractos vegetales
Etanol 95 %, agua destilada.

e Nanoemulsion

Tween 80, etanol 95 %, aceite de girasol, Eumulgin CO40

3.4.Tipo de Investigacion

El incremento de la solubilidad de curcumina extraida a partir de Curcuma longa L. con
mecanismos fisicos y mecanicos, es una investigacién cuantitativa porque conlleva etapas
como la extraccion sélida-liquida de curcumina y su respectiva cuantificacion para evaluar los

factores que inciden en el proceso; formulacion de la nanoemulsién y medida de la
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transmitancia; solubilidad de la nanoemulsion y determinacién de su absorbancia aplicando

Espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 425 nm (especifica para curcumina).

3.5.Metodologia

3.5.1. Recoleccion de material vegetal

En la provincia de Pastaza se recolectaron los rizomas de la planta de Curcuma longa L. en el
canton Carlos Julio Arrosemena Tola, comunidad “El Capricho” que se encuentra localizado
en las coordenadas ESTE 180457.50 NORTE 9868410.

El material recolectado (7 kg) se colocd en un recipiente hermético para su conservacion
durante el transporte a los laboratorios de la UIDIDE-UTA.
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Figura 4. Localizacion de la comunidad “El Capricho”
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3.5.2. Preparacion del extracto vegetal

Obtencion de material vegetal molido

El material vegetal recolectado se lavo con agua corriente las veces que fueron necesarias para
eliminar las impurezas y sustancias extrafias, seguido de esto aproximadamente 6 kg del
material vegetal limpio, se cortaron de forma transversal los rizomas y se colocaron en el
secador de bandejas (GANDER MTN, China) a wuna temperatura de
60 °C hasta que se encuentren completamente secos. Se procedié a triturar y moler la materia
vegetal seca en la licuadora (OSTER) y se guardd en fundas plasticas herméticas con su
respectivo rotulado, se almacené en un lugar seco. La materia vegetal molida se peso en una
balanza analitica (OHASUS, PA214) y se registrd su peso antes de empezar con la extraccion

utilizando el disolvente establecido, etanol [76].

Extracto etandlico

Para la obtencion de los extractos liquidos se procedi6 a utilizar etanol al 95 % como disolvente
en combinacion con distintas proporciones de la materia vegetal como se detalla en la siguiente
Tabla 4.

Tabla 4. Disefio Experimental para la obtencion de extractos etanélicos

Temperaturade  Relacion materia vegetal /volumen de Tiempo de
extraccion (°C) disolvente extraccion (min)
1:8 90
60
1:12
1:16
1:8 90
70
1:12
1:16
1:8 90
80
1:12
1:16

Elaborado por: Erika Vanessa Moya Castillo
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La obtencion de los 9 extractos liquidos iniciales para el procedimiento experimental se realizd
tomando en cuenta las combinaciones de temperatura y relacion de materia vegetal con el
disolvente para cada tratamiento, se colocaron en tubos corning, se rotularon y se colocaron en
un bafio maria con agitacién constante considerando la temperatura y el tiempo estimado para
cada tratamiento como se detalla en la tabla 4. La mezcla caliente se filtro a traveés de un lienzo
para eliminar lo sélidos y el extracto liquido se guardo en una botella ambar de 30 ml rotulada

respectivamente, almacenandolo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

Concentracion de extractos liquidos

El extracto etandlico obtenido se coloc6 en el balon de vidrio del rotaevaporador (IKA RUS,
USA) y con la utilizacion del bafio Maria se calent6 el extracto a 74 °C con una constante
rotacion de 202 rpm, hasta alcanzar la evaporacion de la mayor parte del disolvente en los

extractos etanolicos [76].

3.5.3. Cuantificacién de curcumina a través de Espectrofotometria UV-Visible

Se verifico que se encuentre conectado a una fuente reguladora de voltaje y se comprobé el
encendido de las lAmparas de tungsteno para evaluar las absorbancias de las soluciones.

Se calibré la longitud de onda del espectrofotometro antes de realizar las mediciones para lo
cual se empled. Se coloco 1 ml de etanol (blanco) y se realizaron las mediciones para ajustar a
cero el equipo. Luego, se coloco 1 ml de muestra en las celdas y en el sistema se aplico la
opcion de medicidn de barrido espectral con el que se obtuvieron las longitudes de onda en las
que hay una absorbancia maxima con la finalidad de determinar la adecuada calibracion del
espectrofotdbmetro [77]. Segun revision bibliografica se conoce que los curcuminoides se
presentan en un rango de maxima absorcién de 425 nm a 500 nm [78].

Para la cuantificacién de curcumina se procedié a realizar una curva patron en donde se
necesitd preparar una solucién patrén de curcumina. El blanco consistio en una solucion de
etanol al 96 °GL. Como patrén se emple6 curcumina, disueltos con etanol hasta completar un
volumen de 100 ml [79].

Se generd la curva de calibracion a partir de la solucion estandar con cinco concentraciones
desde 0 a 8 pg/ml y se midié cada muestra, se realizé la lectura a 425 nm en el espectrofotometro
UV-visible [12]. Y se registraron los datos de absorbancia para luego realizar los calculos

respectivos y determinar su concentracion en porcentaje.
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3.5.4. Determinacién de humedad de extractos liquidos

La determinacion de la humedad de los extractos liquidos se realizo en la balanza de humedad
(KERN MLS 50-3) la misma que se calibro previamente, en el porta muestras de la balanza
se colocaron aproximadamente 3 g del extracto liquido a ser analizado, se programé la balanza
para determinar la humedad de la muestra y una vez transcurrido el tiempo necesario, el equipo

indic6 el valor de la humedad del extracto liquido obtenido [76].

3.5.5. Formulacién de Nanoemulsiones

Se necesito la preparacion de 1 Litro de extracto liquido (extracto con mayor porcentaje de
curcumina EMC73) se coloco el volumen de etanol un vaso de precipitacion de
1000 ml (PYREX + 0,05 ml) y se utiliz6 un agitador magnético para que la mezcla del vaso de
precipitacion tenga una agitacion constante. Se coloc6 en una plancha de calentamiento (Super
Nouva Multiplace, Thermo Scientific) tomando en cuenta segln los niveles de temperatura que
se muestra en el Tabla 4 y con agitacion constante de 800 rpm, se mantuvieron en estas
condiciones durante 90 minutos. La mezcla caliente se filtr6 a través de un lienzo para eliminar
lo sélidos y el extracto liquido se guardé en una botella &mbar de 1000 ml rotulada
respectivamente, almacenandolo en refrigeracion a una temperatura de 4 °C.

Se utilizaron mecanismos mecanicos y no mecanicos; EI mecanismo mecanico se baso en el
uso de un homogeneizador de alta velocidad. Mientras que los mecanismos fisicos no
mecanicos, consistieron en el empleo de varias sustancias tensoactivas ya sean solas o en
mezclas [80].

Con la finalidad de optimizar la formacion de la nanoemulsién se establecié un disefio
experimental de superficie de respuesta 32 dos factores con 3 niveles.

La formulacion de la nanoemulsién de curcumina se realiz6 en un tubo corning mediante una
mezcla del extracto etandlico de curcumina- Tween 80 con la adicion del aceite vegetal en
proporciones como lo muestra la Tabla 5, luego se afor6 con agua destilada hasta llegar a un
volumen de 10 ml y durante 1 minuto se homogenizo la mezcla en un vortex (Fisher Scientific,
USA). Luego se procedi0 a realizar una dilucién 1/1000 a partir de la mezcla inicial, de lo cual
se extrajo 1 ml, se coloco en una celda de cuarzo y se realizo la lectura de la Transmitancia a
una longitud de onda de 425 nm en el espectrofotometro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany).
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Tabla 5. Disefio Experimental 32 para la formulacion de la Nanoemulsién

BLOQUE Mezcla Extracto- Tween 80 (%0) Aceite (%)
1 40 45
1 45 40
1 35 45
1 35 40
1 35 35
1 40 40
1 45 45
1 45 35
1 40 35
2 40 45
2 45 40
2 35 45
2 35 40
2 35 35
2 40 40
2 45 45
2 45 35
2 40 35
3 40 45
3 45 40
3 35 45
3 35 40
3 35 35
3 40 40
3 45 45
3 45 35
3 40 35

Elaborado por: Erika Vanessa Moya Castillo
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3.5.6. Solubilizacion

La evaluacion de la solubilizacién de la curcumina fue posible realizando mezclas entre un
tensoactivo no ionico (Tween 80) y un emulsionante no i6nico como el aceite de ricino
hidrogenado (Eumulgin CO40) en las proporciones como lo muestra la Tabla 6, luego se afor6
con agua destilada hasta llegar a un volumen de 10 ml y durante 1 minuto se homogenizo la
mezcla en un vortex (Fisher Scientific, USA). Después se realizé una diluciéon 1/1000 de la
primera mezcla, con una micropipeta se tomé un volumen de 1 ml, se coloco6 en una celda de
cuarzo y se realizaron las mediciones de absorbancia a una longitud de onda de 425 nm en el
espectrofotébmetro UV-VIS (HACH DR 5000, Germany).

Tabla 6. Disefio experimental 32 para determinacion de solubilidad de la nanoemulsién

Bloque Tween 80 Eumulgin CO 40
1 0,50 0,50
1 0,50 1,00
1 0,50 0,00
1 0,00 0,00
1 1,00 1,00
1 1,00 0,50
1 1,00 0,00
1 0,00 0,50
1 0,00 1,00
2 0,50 0,50
2 0,50 1,00
2 0,50 0,00
2 0,00 0,00
2 1,00 1,00
2 1,00 0,50
2 1,00 0,00
2 0,00 0,50
2 0,00 1,00
3 0,50 0,50
3 0,50 1,00
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3 0,50 0,00
3 0,00 0,00
3 1,00 1,00
3 1,00 0,50
3 1,00 0,00
3 0,00 0,50
3 0,00 1,00

Elaborado por: Erika Vanessa Moya Castillo

3.5.7. Analisis Estadistico

El software que se utiliz6 fue STATGRAPHICS porque es una herramienta que presenta
resultados de una forma clara y entendible. La realizacion del analisis de datos experimentales
de la investigacion se realiz6 mediante un Disefio Factorial de Superficie 3% para optimizar la
respuesta, la determinacion del mejor tratamiento en la obtencidn de extractos de circuma se
obtuvo con la aplicacion de un disefio de dos factores y tres niveles. La evaluacion de la
nanoemulsion y su solubilizacion fue posible realizarla con un disefio factorial de superficie de
respuesta con dos factores experimentales y 1 respuesta, por ende, se realizé el analisis de

varianza con una tabla ANOVA para evidenciar el resultado méas 6ptimo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados y Discusion

Obtencion de Extractos

La obtencion de extractos fitoquimicos con alta concentracion de metabolitos es de gran
importancia para la industria farmacéutica. La utilizacion de etanol como solvente para la
extraccion de la curcumina a partir de los rizomas de Cdrcuma longa L. se aplicé en la
metodologia de la presente investigacion, ademas de la variacion de parametros como la
temperatura a la que se lleva a cabo el proceso y la cantidad de materia prima. En la
Tabla 7 se evidencian los tratamientos aplicados detallandose la cantidad de sélidos solubles
totales (SST) para identificar las caracteristicas de los extractos liquidos y asi calcular el

rendimiento alcanzado del proceso para cada muestra.

Tabla 7. Sélidos solubles totales (SST) y rendimiento de los sélidos extraidos

Cddigo  Concentracion Temperatu Relacion SST (%) Rendimiento de
de disolvente ra°C m/v solidos extraidos
(%) (%)
EMC55 95 60 1:8 0,66 +£1,14 3,92+0,48
EMC58 95 60 1:12 0,64+0,23 5,48+1,77
EMC61 95 60 1:16 0,46+0,03 5,62+0,34
EMC64 95 70 1:8 0,88+0,23 4,43+0,01
EMC67 95 70 1:12 0,70+0,31 5,74+3,30
EMCT70 95 70 1:16 1,06 +£0,88 6,05+0,95
EMCT73 95 80 1:8 0,92 £0,00 6,07+0,26
EMCT76 95 80 1:12 0,54+0,14 5,88+0,37
EMCT79 95 80 1:16 0,44+0,00 5,76+0,16

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

La extraccion de los metabolitos secundarios de las plantas requiere un proceso de seleccion

del disolvente que se va a emplear, porque debe tener afinidad quimica con los principios
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activos para que la extraccion tenga un alto rendimiento. Gonzales y colaboradores realizaron
una investigacion sobre la circuma en la que se detalla que los rizomas tienen 2,5 % de
curcuminoides, cabe recalcar que la composicién varia dependiendo de la region de origen
[81]. La materia prima que se emple0 para el proceso tuvo un pretratamiento adecuado como
la limpieza, desinfeccion, corte, secado y pulverizacién en parametros establecidos, para
garantizar condiciones asépticas en el proceso de extraccion; también con la pulverizacion se
logré aumentar la superficie de contacto para facilitar la extraccion del metabolito de interés.
Resulté importante verificar la calidad de la curcuma en polvo identificando un color amarillo-
anaranjado y un aroma intenso similar a la naranja y jengibre, esta propiedad fisica se debe a
la presencia de oleorresina y aceites esenciales. La determinacion del porcentaje de humedad
de las muestras de extractos liquidos de Curcuma longa L fue indispensable para el calculo de
Sélidos Solubles Totales (SST) e identificar el extracto que contiene mayor cantidad de
residuos sélidos organicos e inorganicos, que se quedan en el recipiente después de la
evaporacion del disolvente y secado a una temperatura definida [82]. En la Tabla 7 se evidencia
que la muestra EMC70 contiene 1,06 = 0,88 porcentaje de SST, sin embargo, el rendimiento
de s6lidos extraidos fue de 6,05 + 0,95 %. La muestra EMC73 alcanz6 una concentracion de
SST de 0,92 + 0,00 % respecto a los demas tratamientos, por ende, el rendimiento de sélidos
extraidos fue de 6,07 + 0,26 %. El analisis fisicoquimico efectuado permitié optimizar la
obtencion de extractos liquidos con etanol a partir de los rizomas de la circuma, encontrandose

que la muestra EMC73 presento el mas alto rendimiento de solidos extraidos.

Determinacion de Curcumina en extractos liquidos

La determinacion de la concentracion de curcumina en los extractos liquidos se realizo
aplicando el método de Espectroscopia UV-Vis para determinar la absorbancia a una longitud
de onda de 425 nm. Se utilizé en software Statgraphics para un Analisis de Varianza (ANOVA)
a los datos obtenidos del porcentaje de curcumina en cada tratamiento, tomando en cuenta los
factores temperatura (60, 70, 80 °C) y relacién de materia vegetal con el solvente (1:8, 1:12,
1:16). La tabla ANOVA facilita informacion sobre los factores que intervienen en el proceso y
mediante un analisis de las medias de la variable respuesta (curcumina) se consideran los
niveles de cada factor. Ademas, con el analisis de varianza, el disefio factorial de superficie de
respuesta, facilita la obtencion de una respuesta a las interrogantes planteadas en las hipotesis
nula y alternativa sobre los factores que inciden con mayor frecuencia en la extraccion del

principio activo. Una vez que se han analizado los datos registrados, se establecié la R?>= 88,91
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%, media estadistica que especifica que tan préximos estan los datos de la linea de regresion
ajustada, lo cual indica que el modelo expresa la variabilidad del porcentaje de curcumina
obtenido en torno a su media, es decir, mientras mas alta es la R> mejor se ajusta el modelo a
los datos. La muestra EMC73 alcanzd un 22,72% de concentracion de curcumina, principio
activo de interés, hay que considerar que las condiciones Optimas aplicadas para la obtencion
del extracto con mayor concentracion de curcumina fueron la temperatura de 80 °C y la relacion

masa de la materia vegetal con respecto al volumen del disolvente en una proporcion 1:8.

En la Figura 5 se observa el diagrama de Pareto, el cual resultd de facil compresion porque
permitio organizar los valores de mayor a menor e identificé los factores en el proceso en la

extraccién de curcumina.

Diagrama de Pareto Estandarizada para curcumina

)

B:Relacion mv vd

A:Textraccion

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto en la determinacién de curcumina

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

El nivel de la relacion de la materia vegetal con el volumen de solvente (1:8) y una temperatura
de 80 °C presentaron influencia significativa sobre la variable de respuesta. El rendimiento
cualitativo y cuantitativo de la extraccion se ve directamente influenciado por la polaridad del
solvente utilizado, por lo que se pueden mencionar al etanol, metanol, acetona como los
solventes comunmente utilizados. Principalmente la composicion quimica de los principios
activos a extraer, los grupos funcionales en su estructura, peso molecular, la concentracion del
disolvente, tiempo de contacto, temperatura, tamafio de la particula y la relacibn masa
disolvente son factores determinantes para extraer los principios activos de la materia prima
[83].
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La Figura 6 de efectos principales, se examino la consecuencia principal de los niveles de cada
factor sobre la variable respuesta, los factores que se analizaron para el proceso de extraccion
fueron la temperatura de extraccion (60, 70, 80 °C) y la relacion de la materia vegetal con

respecto al volumen del disolvente (1:8, 1:12, 1:16).

Gréfica de Efectos Principales para curcumina

21

18

15

curcumina

12

60,0 80,0 8,0 16,0
Textraccion Relacion mv vd

Figura 6. Gréfica de efectos principales en la extraccion de curcumina

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

En la grafica se observa que las lineas no son horizontales, lo que quiere decir que existié un
efecto principal. Los niveles de cada factor influyeron de manera distinta sobre el porcentaje
de curcumina extraida, por ende, se observa en la grafica que el factor materia vegetal/ volumen
de etanol tiene una pendiente méas inclinada, lo que indica que tuvo un efecto mayor en el

proceso de extraccion de curcumina.

En la Figura 7 se evidencia la gréfica tridimensional de superficie de respuesta estimada, la
misma que representa el porcentaje de curcumina extraida (variable de respuesta) en funcion

de dos factores: Temperatura y Relacion (m/v).
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Superficie de Respuesta Estimada

curcumina

16

Relacion mv vd

Textraccion

Curcumina = 305,448 - 8,20622*Textraccidén - 1,11133*Relacién mv/vd + 0,0597917*Textraccién”2

Figura 7. Grafico de superficie de respuesta en la determinacién de curcumina

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

El grafico de contornos permitio visualizar la forma de esta relacion, en donde cada linea de
contorno represento una altura especifica de la superficie de respuesta o la combinacion de los
niveles de los factores establecidos que provocaron la misma respuesta y nuevamente se
comprobd que las condiciones Gptimas para un mayor rendimiento en la extraccion de
curcumina son: relacion m/v (1:8) y temperatura (80 °C). El aumento de la temperatura causé
un efecto positivo sobre el rendimiento de extraccion de curcumina porque a medida que se
incremento la temperatura del proceso simultaneamente el porcentaje de rendimiento también
lo hizo, porgue éste factor actla en la tasa de transferencia de masa al interior del sistema de

extraccion [84].

Tiempo Optimo

Para establecer el tiempo 6ptimo del proceso de extraccion de la curcumina (principio activo)
se evaluaron tres niveles de este factor: 90, 135, 180 minutos y los datos obtenidos se analizaron
mediante un ANOV A para establecer el mejor nivel del factor tiempo para ejecutar la operacion
y alcanzar un mejor desempefio en el proceso con la finalidad de optimizar la variable de
respuesta. Después de haber realizado un analisis en cuanto a los resultados obtenidos, se
determind que el tiempo Optimo de extraccion fueron 90 minutos, porque en ese nivel se
alcanzaron resultados mas homogéneos. Ademas, se observo que existe diferencia significativa
entre los datos evaluados, por lo tanto, se concluye que el tiempo de extraccién en el que se

lleva a cabo el proceso, si influye en el rendimiento de extraccion de curcumina.
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En la Figura 8 “Cajas y Bigotes” se analizaron los niveles del factor tiempo de contacto de la
materia prima con el disolvente etanol en el proceso de extraccion de curcumina, para lo cual

se tomaron en cuenta 90, 135 y 180 minutos.

Gréfico Caja y Bigotes
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Figura 8. Grafica de cajas y bigotes para tiempo 6ptimo del proceso

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Se observa que el desplazamiento de las graficas de caja hacia la izquierda, indica que el tiempo
de extraccion de 90 minutos ha dado el mejor resultado porque la interaccion entre la materia
vegetal y el disolvente en el tiempo establecido logré una mejor extraccion de curcumina. Al
analizar el factor tiempo de contacto se obtuvo un efecto positivo sobre el rendimiento de
extraccion, pues el contacto entre el etanol y carcuma pulverizada permitié la solubilizacion
de la curcumina, lo cual conllevo que este compuesto se difunda a través del etanol alcanzando

una alta eficiencia en el proceso [85].

Concentracion Optima de Etanol

La concentracion del etanol utilizado como solvente en el proceso de extraccion, fue
indispensable para determinar con cual nivel se alcanzé la mejor muestra con alta
concentracion de curcumina, es decir que de los niveles de concentracion seleccionados fueron
75 %, 85 % y 95 %, El analisis de varianza (ANOVA) de los valores obtenidos permitio
establecer la importancia de los niveles del factor seleccionado en la obtencion de la variable
de respuesta, ademas de determinar la existencia de diferencia significativa entre los valores,
lo que indica que la concentracion del disolvente en el proceso de extraccion si incide
directamente en el porcentaje de curcumina en los extractos liquidos y como resultado se
considerd que el nivel 6ptimo es 95 % de concentracion del disolvente, debido que se

alcanzaron resultados mas homogéneos en este nivel.
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En la Figura 9 “Cajas y Bigotes” se tomd en cuenta la concentracion del disolvente etanol
para evidenciar como es su influencia en la extraccion de curcumina.

Gréafico Caja y Bigotes
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Figura 9. Grafico de cajas y bigotes para concentracion optima del disolvente

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Se observa que el desplazamiento de las graficas de caja hacia derecha, indica que la
concentracion al 95 % de etanol facilito la interaccién con la materia vegetal, por ende, se
alcanzaron niveles altos de curcumina en los extractos liquidos. Los compuestos
curcuminoides, en especial la curcumina es soluble en el etanol y muy poco soluble en agua,
lo cual explica que a mayor concentracion de etanol ese obtiene un mayor porcentaje de

curcumina en el extracto liquido [84].

Nanoemulsion

La elaboracién de la nanoemulsién de curcumina a partir de la extraccion sélido-liquido de
Cuarcuma longa L se llevé a cabo por mecanismos con efecto mecénico aplicando agitacion a
altas velocidades y efecto fisico por la mezcla de componentes, ademas de la reduccion de la
tension interfacial con tensoactivos. El disefio experimental que se aplico para la obtencion de
la nano emulsion 32, tomando en cuenta los factores como el porcentaje de mezcla del extracto
etanolico con Tween 80 (35, 40, 45 %) y porcentaje de aceite vegetal (35, 40, 45 %) como es
posible visualizar en la Tabla 8 la combinacion de los tratamientos, ademas se registrd su
respectiva lectura de transmitancia de la curcumina en las soluciones a una longitud de onda
de 425 nm.

36



Tabla 8. Porcentaje de Transmitancia de las mezclas de nanoemulsiones de curcumina

BLOQUE  Mezcla Extracto Tween 80 (%) Aceite (%) %T 425 nm
1 40 45 44,6
1 45 40 49,2
1 35 45 40,6
1 35 40 41,3
1 35 35 50,6
1 40 40 50,8
1 45 45 51,5
1 45 35 71,5
1 40 35 53,5
2 40 45 43,8
2 45 40 48,7
2 35 45 40,8
2 35 40 41,5
2 35 35 50,8
2 40 40 50,7
2 45 45 51,0
2 45 35 72,1
2 40 35 54,0
3 40 45 45,2
3 45 40 49,3
3 35 45 41,2
3 35 40 41,8
3 35 35 51,0
3 40 40 51,2
3 45 45 51,9
3 45 35 71,8
3 40 35 53,9

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

La transmitancia de las muestras de la nanoemulsion de curcumina fue inversamente

proporcional a la densidad del sistema y el tamafio de las particulas que se encontraron
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suspendidas, mientras el tamafio de las particulas disminuye la transmitancia se incrementd y
viceversa [87]. El anélisis estadistico de los resultados se realizé mediante un disefio factorial
de superficie de respuesta con una tabla ANOVA tomando en cuenta los factores establecidos
para la formulacion de la nanoemulsion, alcanzando un R?=87,58 % lo cual indica una alta
homogeneidad en los datos. La muestra que presentd alto porcentaje de transmitancia y mejor
emulsificacion resulto de la combinacion de 45 % mezcla extracto de curcumina con Tween
80 y 35 % de aceite vegetal, debido a que el porcentaje de transmitancia de esa muestra fue
67,92 %, es decir, las condiciones de operacion anteriormente mencionadas facilitan un mejor

desempefio del proceso.

En la Figura 10 se observa el diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de
transmitancia de curcumina y de esta manera es posible evaluar la influencia de los factores en

la formulacién de la nanoemulsion de curcumina a partir de rizomas de Curcuma Longa L.

Diagrama de Pareto Estandarizada para %T 425 nm
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Figura 10. Diagrama de Pareto en determinacién de Transmitancia de curcumina.

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Es una gréfica de facil comprension que permitié organizar los valores de mayor a menor y
especificar de qué forma incidieron los factores del proceso obtencién de la nanoemulsion, es
asi que la concentracidn de aceite vegetal con su nivel bajo de 35 % y la cantidad de la mezcla
extracto etandlico con Tween 80 considerando en nivel mas alto de 45 % presentaron una
influencia significativa sobre formulacion de una nanoemulsion de curcumina a partir de

Curcuma longa L.

La Figura 11 de efectos principales sobre el porcentaje de transmitancia de la curcumina se

examino el efecto principal de los niveles de cada factor sobre la variable respuesta,
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Gréfica de Efectos Principales para %T 425 nm
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Figura 11. Gréfica de efectos principales en la formulacién de nanoemulsion.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Los factores que se consideraron para el proceso de formulacion de nanoemulsion fueron el
porcentaje de mezcla de extracto etandlico con Tween 80 (35, 40, 45 %) y porcentaje de aceite
vegetal (35, 40, 45%). En la grafica se observa que las lineas no son horizontales, lo que indica
que si existio un efecto principal. Los distintos niveles de cada factor influyeron de manera
variable sobre la emulsificacion de la nanoemulsion, por ende, se observa en la gréfica que el
factor mezcla de extracto con Tween 80 tiene una pendiente mas inclinada, lo que indica que

tuvo un efecto mayor en el proceso obtencion de la nanoemulsion de curcumina.

En la Figura 12 se observa la grafica de interaccion entre de la variable respuesta
(% Transmitancia de la curcumina) y las categorias de los factores: concentracion de aceite

vegetal y mezcla de extracto con Tween 80.

Gréfica de Interaccion para %T 425 nm
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Figura 12. Gréfica de interaccion de factores en la nanoemulsion

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo
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Se evaluaron las lineas proyectadas para comprender como las interacciones de los niveles de
cada factor inciden sobre la variable respuesta, la combinacién de 35 % de aceite vegetal y el
45 % de mezcla Extracto-Tween 80 permitieron obtener una nanoemulsion con mayor
porcentaje de transmitancia 67,92 %, lo que indica que mientras mayor es su transmitancia
menor es el tamafio de particulas suspendidas. En la grafica se evidencia la existencia de
interaccion, por lo tanto, el efecto de la concentracién de aceite vegetal depende de la

concentracion de mezcla Extracto-Tween 80 y viceversa.

La Figura 13 representa la grafica de superficie de respuesta estimada relacionando tres
dimensiones, se evidencia la evolucion de la repuesta en funcion de los factores que se
consideraron la variacién de la cantidad de mezcla de extracto con Tween 80 y concentracion

de aceite vegetal.

Superficie de Respuesta Estimada

%T 425 nm

%T 425 nm = 204,144 - 13,3*Aceite + 5,46444*Mezcla Extracto Tween 80 + 0,201778*Aceite2 -
0,104*Aceite*Mezcla Extracto Tween 80

Figura 13. Diagrama de Pareto en formulacién de la nanoemulsion

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

El gréafico de contornos permite visualizar la manera en que se establece esta relacion, donde
cada linea de contorno representa una altura determinada de la superficie de respuesta o
también se puede interpretar como las posibles combinaciones de los niveles de cada factor
para provocar una misma respuesta. La validacion experimental se la realizé a través de la
medicion de la variable respuesta alcanzando un porcentaje de transmitancia de la curcumina
igual a 67,92 %, examinando los niveles 6ptimos del proceso como la concentracién del aceite

vegetal en 35% y la mezcla de extracto del extracto con Tween 80 en 45 %.

El método PIC (inversion de fases por composicion) se aplico en la parte experimental de la

presente investigacion para la obtencion de una nanoemulsion de curcumina. Primero se
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produjo una conversion de fase de agua en aceite (W/O) a aceite en agua (O/W) por la adicion
de agua en la mezcla constituida por agua, surfactante y aceite en condiciones ambientales y
aplicando agitacion durante 1 minuto en el vortex. La aplicacion de este método de
emulsificacion espontanea comprende varias transiciones de fase con el objetivo de generar
nanoemulsiones con gotas de tamafio pequefio y controlado, fue primordial el disefio
experimental con la variacion de concentracion de los componentes para analizar el

comportamiento fasico [88].

Al igual que todas las emulsiones, las nanoemulsiones tienen caracteristicas particulares como
el tamafio de las gotas en escala nanometrica (20-500 nm) [89], por lo que adquieren
transparencia en consecuencia de la distribucion de tamafio de la gota y la composicién de la
fase interna. Es posible que se produzca una desestabilizacion al existir una interaccion entre
la luz y el tamafio de la gota causando variaciones en su aspecto segun se incremente la
dimension de la gota. Es importante considerar que una nanoemulsion es un sistema viscoso
cuando tiene entre el 40-50 % de la fase interna. La composicion de la nanoemulsion tiene fase

dispersa (fase interna) y fase continua (fase externa).

El emulsionante permite que la nanoemulsion sea estable, por ende, la seleccion del emulgente
es primordial para alcanzar una adecuada formacién y estabilidad del producto. EI emulgente
es de naturaleza anfifilica porque posee una region apolar o lipofilica y otra regién polar o
hidrofilica, con lo anteriormente mencionado es posible que por accién de los surfactantes se
disuelvan en agua, aceite y solventes organicos [90]. En presencia de agua y aceite, los
surfactantes se encuentran en la region de interfase de una manera orientada la parte no polar
hacia el aceite y la parte polar hacia el agua. La formacion de una region interfacial se produce
cuando dos sustancias de naturaleza quimica distinta son inmiscibles, se considera que es una
zona de transicién de las propiedades de cada fase, por lo tanto, las interacciones moleculares
en esta fase son distintas a las existentes en el seno de las fases que lo componen [91]. Los
emulgentes son tensoactivos que contribuyen en la disminucion de la tension interfacial entre
la fase oleosa y la acuosa [92]. Adicionalmente las caracteristicas mas relevantes de los
emulsificantes son: formacion de una pelicula no adherente que no disminuya su tamafio
cuando dos gotas colisionen y no genere coalescencia [93]; la estructura molecular debe ser
especifica de tal manera que tenga terminacién apolar para atraer el aceite y terminacion polar
para atraer al agua [94]; alta solubilidad en la fase continua para mejor adsorcion alrededor de

las gotas de una nanoemulsion [95]; alta potencial para emulsionar el sistema con bajas
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concentraciones del emulsionante [96]; debe ser un reactivo no téxico y de facil acceso

econémico [97].

La tension interfacial es la medida sobre la naturaleza de las fases que conforman la
nanoemulsion en la interfase, debido a la diferencia de similitud de estos componentes. La
adicion del surfactante produce cambios en la tension interfacial con la disminucion de la
cantidad de trabajo que se necesita para expandir la interfase [98]. Los tensoactivos no iénicos
tienen la caracteristica de no generar iones en la solucion acuosa, lo cual les convierte en
compatibles con distintos tipos, por lo tanto, su aplicabilidad es amplia en formulaciones
complejas; cabe mencionar que este tipo de compuestos son poco sensibles a los electrolitos,
se pueden emplear en condiciones de alta salinidad y tienen baja toxicidad [93]. En la
formulacién de la nanoemulsion de curcumina se emplearon los reactivos Tween 80 y
Eumulgin CO 40 como surfactantes no ionicos y debido a su anfifilidad se transfirieron a la
region de interfase y se adsorbieron en ella, con la adsorcion se gener6 una disminucion de la
tension superficial. La adsorcién fue posible por la fuerza que causé un movimiento de las
moléculas del surfactante a absorberse como consecuencia de la presencia de cargas, formacién
de estructuras de poca energia y efecto hidrofobico. La propiedad de asociacién se debe a la
formacion de micelas provocada por la hidrofobicidad y de manera simultanea se da la
sustraccion de las colas hidrofobas cuando estan en contacto con el agua [99].

Solubilizacién

En la evaluacién de la solubilidad de las nanoemulsiones se aplico un disefio factorial con
superficie de respuesta con la utilizacion de los reactivos Tween 80 y Eumulgin CO 40 variando
sus concentraciones respectivamente, la medicion del porcentaje de absorbancia se determind
mediante la espectroscopia de UV-Vis a una longitud de onda de 425 nm. Los valores se
registran en la Tabla 9.

Tabla 9. Absorbancias de las nanoemulsiones de curcumina

BLOQUE Tween 80 Eumulgin CO 40 A425 nm
1 0,5 0,5 0,139
1 0,5 1,0 0,121
1 0,5 0,0 0,106
1 0,0 0,0 0,100
1 1,0 1,0 0,149
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1 1,0 0,5 0,128
1 1,0 0,0 0,110
1 0,0 0,5 0,115
1 0,0 1,0 0,118
2 0,5 0,5 0,140
2 0,5 1,0 0,122
2 0,5 0,0 0,109
2 0,0 0,0 0,098
2 1,0 1,0 0,151
2 1,0 0,5 0,128
2 1,0 0,0 0,111
2 0,0 0,5 0,114
2 0,0 1,0 0,119
3 0,5 0,5 0,141
3 0,5 1,0 0,120
3 0,5 0,0 0,108
3 0,0 0,0 0,103
3 1,0 1,0 0,149
3 1,0 0,5 0,130
3 1,0 0,0 0,113
3 0,0 0,5 0,115
3 0,0 1,0 0,120

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

La absorbancia de las muestras de la nanoemulsion de curcumina fue proporcional a la
concentracion de la curcumina en la muestra. En la curva de calibracion realizada se obtuvo la
pendiente que corresponde al coeficiente de absortividad de la curcumina disuelta en el ndcleo
oleoso en el nanosistema y luego diluida en agua [100]. La muestra con mayor absorbancia fue
elegida como el mejor tratamiento para incrementar la solubilidad de la curcumina mediante la

formulacion de una nanoemulsion.
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En la Figura 14 se observa el diagrama de Pareto estandarizado sobre el porcentaje de
absorbancia de curcumina, para determinar la influencia de la concentracion de los emulgentes
empleados en la formulacion de la nanoemulsion.

Diagrama de Pareto Estandarizada para A425 nm

B:Emulgin CO 40 £+
- -

A:Tween 80

AB

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 14. Diagrama de Pareto en determinacion de solubilidad de la nanoemulsion

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Es una gréafica que verifica cual es la mejor condicién de operacion para la solubilizacion de
curcumina en la nanoemulsion, los valores registrados se organizaron en barras de mayor a
menor, segun las prioridades que se requieren. Ademas, con el diagrama de Pareto, se identifico
que los niveles altos de los factores de concentracion de emulgentes Tween 80 y Eumulgin CO

40 en una proporcion (1:1) tienen influencia significativa sobre la variable respuesta.

La Figura 15 de efectos principales sobre el porcentaje de absorbancia de la curcumina examiné
el efecto principal de la variacion de la concentracion de los emulgentes sobre la variable

respuesta.

Gréfica de Efectos Principales para A425 nm

0,14 —

0,13 — |

A425 nm

0,1k _|
0,0 1,0 0,0 1,0
Tween 80 Emulgin CO 40

Figura 15. Gréfica de efectos principales en la solubilidad de la nanoemulsion.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo
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Los factores que se consideraron para la evaluacion de solubilizacion de nanoemulsion fueron
la cantidad de Tween 80 (0,0; 0,5; 1,0 partes) y cantidad de Eumulgin CO 40 (0,0; 0,5; 1,0
partes). En la grafica se observa que las lineas no son horizontales, lo que indica que si existe
un efecto principal. Los distintos niveles de cada factor influyen de manera variable sobre la
solubilidad de la nanoemulsion, por lo tanto, se evidencio en la grafica que la cantidad de
Eumulgin CO 40 tiene un efecto mayor en el proceso de solubilidad de la nhanoemulsién de

curcumina.

En la Figura 16 se observa la grafica de interaccion entre de la variable respuesta (absorbancia

curcumina) y las categorias de los factores: concentracién Tween 80 y Eumulgin CO 40.

Gréfica de Interaccién para A425 nm

0,15 — =

Emulgin CO 40=1,0
0,14 - —

0,13 — _

A425 nm

0,12 —
Emulgin CO 40=1,0

0,11 / Emulgin CO 40=0,0 _
Emulgin CO 40=0,0

01k _
0,0 1,0
Tween 80

Figura 16. Grafica de interaccién de factores en la nanoemulsion.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Se analizaron las lineas proyectadas con la finalidad de entender las interacciones que influyen
las relaciones entre la respuesta y los factores que fueron evaluados, de tal manera, que cuando
las lineas son menos paralelas existe mayor interaccion. En la gréafica las lineas son poco
paralelas, lo que se interpreta que los factores analizados en el proceso de la solubilizacion de
la curcumina si tienen interaccion, por lo tanto, el efecto de un factor si depende del nivel del

otro factor considerado.

La Figura 17 muestra la grafica de superficie de respuesta estimada representada en tres
dimensiones, se evidencia la evolucion de la repuesta en funcién de los factores que se

consideraron la variacion de las concentraciones de Tween 80 y Eumulgin CO 40.
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Superficie de Respuesta Estimada

A425 nm

0,8 1 ’ Emulgin CO 40

Tween 80

A425 nm = 0,102083 + 0,00872222*Tween 80 + 0,0520556*Emulgin CO 40 + 0,0196667*Tween
80*Emulgin CO 40 - 0,0384444*Emulgin CO 402

Figura 17. Gréfica de superficie de respuesta en la solubilidad de la nanoemulsion.

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

En el grafico de contornos se visualiza la manera en la que se establece esta relacion, donde
cada linea de contorno representa una altura determinada de la superficie de respuesta o
también se puede entender como las posibles combinaciones de los niveles de cada factor causd
una misma respuesta. La validacion experimental se la realizd a través de la medicién de la
variable respuesta alcanzando la absorbancia de la curcumina igual a 0,14 lo cual implica la
respuesta mas alta en cuanto a la solubilizacion, los niveles considerados como optimos del
proceso son concentracion la concentracion de Tween 80 y Eumulgin CO 40 en una

proporcién 1:1.

Se debe tomar en cuenta el Balance Hirdrofilico-Lipofilico (HLB) con el objetivo de medir la
hidrofilicidad y lipofilicidad de los surfactantes utilizados, lo cual depende directamente del
predominio de una de las partes de las moléculas, por lo tanto, el surfactante llega a tener
caracteristicas predominantes lipofilicas o hidrofilicas de tal manera que es posible conseguir
mayor afinidad por los aceites o por el agua [90]. Mientras mayor sea el valor de HLB, mayor
es su propiedad hidrofilica. El surfactante Tween 80 tienen valores altos de HLB (9,6-16,7)
[101] y Eumulgin CO 40 (14-16) lo que contribuyd a obtener una nanoemulsion estable. Los
tensoactivos Tween 80 y Eumulgin CO 40 por sus caracteristicas fisicoquimicas y minima
capacidad micelar [102] , fueron ideales para incrementar la solubilidad la curcumina en un
50 % en medio acuoso y de esa manera cumplir con el objetivo de la presente investigacion.
Al comparar los resultados obtenidos con trabajos de investigacion similares sobre la

solubilidad de la curcumina con la formulacién de una nanoemulsion con metodologia de
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inversion de fases o formacion espontane, en estudios realizados por Hernandez se incremetd
la solubilidad de la curcumina en un 46 % utilizando como fase interna aceite de canola y fase

externa surfactant Tween 80.

47



CAPITULO V

5.1. Conclusiones

Se incrementé la solubilidad de la curcumina extraida de la Curcuma longa L con
mecanismos fisicos y mecanicos que estaban involucrados en la metodologia de
inversion de fases por composicion para la obtencion de una nanoemulsién. El efecto
fisico se logré con la combinacion de los componentes que fueron: extracto etandlico
de curcumina, aceite vegetal, Tween 80 y Eumulgin CO 40, de manera especial
tomando en cuenta estos dos Ultimos componentes como tensoactivos que permitieron
lareduccién de la region interfacial. Mientras que el efecto mecanico se aplicé mediante
la agitacion constante de las mezclas en el vortex de la manera que los componentes se

incorporen completamente.

Se optimizé el proceso de obtencion de extractos liquidos de Cdrcuma longa L.
mediante extraccion sélida-liquida. Los factores considerados en el proceso fueron: la
concentracion del solvente (etanol), relacién de materia vegetal con solvente (m/v),
temperatura, tiempo de contacto. Fue indispensable analizar la influencia de cada factor
con sus respectivos niveles y consideran los mejores niveles que contribuyan una
optimizacion eficiente del proceso. Las concentraciones del solvente fueron de 75, 85,
95 %, con Figura 9 “grafica de cajas y bigotes” se evidencid que el nivel de 95 % tiene
mayor influencia en la extraccion de curcumina. La determinacion del tiempo de
contacto optimo se realizd con la interpretacion de la Figura 8 que mostro que el nivel
menor (90 minutos) permitié alcanzar una absorbancia mayor en las muestras y se
conoce que la absorbancia es proporcional a la concentracion del principio activo. El
analisis de la interaccion de los factores temperatura (60, 70, 80 °C) y relacion de
materia vegetal con disolvente (1:8, 1:12, 1:16) con sus respectivos niveles, se realizo
mediante el diagrama de Pareto de la Figura 5, en el que fue factible establecer que la
temperatura 6ptima de 80 °C y la relacion (m/v) 1:8 tuvieron influencia significativa
sobre el proceso. La muestra EMC73 present6 un alto rendimiento de sélidos solubles
totales (SST) 0,92 £0,00 % y el rendimiento de solidos extraidos 6,07 +0,26 %.

Se determind con espectroscopia UV-Vis la concentracion de curcumina de los

extractos liquidos, conociendo que la absorbancia es directamente proporcional a
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compuesto de interés, es asi que las muestras se analizaron a una longitud de onda de
425 nm (especifico para curcumina). La muestra EMC73 obtuvo mayor porcentaje de
curcumina 22,72 %, a su vez se confirmo que los parametros considerados durante la

extraccion solida- liquida fueron optimos para alcanzar la eficacia del proceso.

Se aplicaron mecanismos fisicos y mecanicos para incrementar la solubilidad de la
curcumina extraida a partir de Curcuma longa L, porque se emple6 metodologia de
formacion espontanea por inversién de fases para la obtencién de una nanoemulsién,
debido a que es una alternativa eficiente y ademas no requiere grandes inversiones
econdémicas. Los factores que intervinieron directamente en la inversion de fases
fueron: la agitacion constante, el tipo tensoactivos y la concentracién de los
componentes. EI mecanismo fisico fue la mezcla en proporciones determinadas de los
tensoactivos no iénicos Tween 80 y Eumulgin CO 40 con la finalidad de disminuir la
tension interfacial y garantizar la emulsificacion. Mientras que la agitacion (efecto
mecanico) de la mezcla se realiz6 en un vortex durante 1 minuto, para que interactien

todos los componentes de la mezcla y favorecer la homogeneidad de la nanoemulsion.

Se incremento la solubilidad de la curcumina extraida de la Curcuma longa L mediante
una nanoemulsion que resulto una alternativa eficiente para aumentar su solubilidad en
medios acuosos, porque este principio activo tiene baja biodisponibilidad. En la
formulacién de la nanoemulsion, la composicion y concentracién de reactivos fueron
relevantes para obtener un producto que cumpla con el objetivo de la investigacion; es
asi que la mezcla de Tween 80 con extracto liquido y aceite vegetal se analizaron en
distintas proporciones, resultando como éptima las concentraciones 45 % y 35 %
respectivamente, pues se obtuvo una transmitancia de 67,92 %, consideradamente alta
respecto a los demas tratamientos, lo cual indica que a mayor transmitancia menor es
el tamafo de las particulas suspendidas en la nanoemulsion. La solubilidad se evaluo
con la variacién de las cantidades de tensoactivos no ionicos Tween 80 y
Eumulgin CO 40, por lo tanto, la proporcion optima de los tensoactivos fue 1:1 porque
cumplieron la funcién de estabilizacion y capacidad de absorcion rapida en la fase
dispersa evitando la coalescencia. Ademas, otro factor importante fue la solubilidad en

la fase continua, lo cual facilita el efecto emulsificante en la mezcla en altas y bajas
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concentraciones. La cuantificacion de concentracion de curcumina en la nanoemulsion
se realiz6 con la medida de absorbancia de la muestra resultando 0,14 lo cual representa
una relacion directamente proporcional con la concentracion del principio activo de
interés, por lo tanto, se puede concluir que la nanoemulsion increment6 en un 50 % su

solubilidad en medios acuosos.

5.2. Recomendaciones

Con el objetivo de incrementar el rendimiento de extraccion de la curcumina aplicar
ultrasonido, pues esta metodologia permite que se acoplen las ondas de ultrasonido de
alta potencia y baja frecuencia en una mezcla de material vegetal con disolvente.
Ademas, las ventajas de la extraccion de compuestos fitoquimicos por ultrasonido
garantizan mejor calidad de los extractos, escalabilidad lineal y es un método que tiene

un minimo de contaminacion con el medio ambiente.

Evaluar las actividades bioldgicas de la nanoemulsidon de curcumina extraida a partir

de Curcuma longa L. con experimentacion in vitro e in vivo.

Profundizar y determinar el mecanismo de accion de la curcumina como compuesto

fitoquimico antiinflamatorio, citototoxico, quimiopreventivo.
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5.4. Anexos

Figura 18. Rizomas de circuma pulverizados

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Figura 19. Proceso de Extraccion de curcumina en bafio maria con agitacion constante

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Figura 20. Extractos etandlicos filtrados.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo
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Figura 21. Almacenamiento de extractos liquidos.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Figura 22. Determinacién de humedad de los extractos liquidos de carcuma.

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo
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Figura 23. Preparacion de muestras para determinacién de curcumina por espectroscopia UV-Vis.

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Figura 24. Preparacion de curva patron para determinacion de curcumina.

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo
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Figura 24. Dilucién de extractos liquidos para determinacion de curcumina.

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo
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Figura 25. Preparacion de Nanoemulsiones de curcumina

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Figura 26. Dilucién de las nanoemulsiones de curcumina

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Figura 27. Muestras diluidas de la nanoemulsién de curcumina en celdas de cuarzo

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

66



T" i - -y il o

Figura 28. Solubilizacion de las nanoemulsiones de curcumina

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

e Analisis de Varianza para porcentaje de curcumina

Tabla 10. ANOVA-Curcumina

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
A:Textraccion 32,5184 1 (32,5184 8,21 0,0133
B:Relacion mv vd |237,132 1 237,132 59,88 0,0000
AA 143,002 1 143,002 36,11 0,0000
bloques 0,0000045 1 0,0000045 0,00 0,9992
Error total 51,4795 13 |3,95996
Total (corr.) 464,131 17

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

R-cuadrada = 88,9084 porciento
curcumina = 305,448 - 8,20622*Textraccion - 1,11133*Relacion mv vd +
0,0597917*Textraccion”™2

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar curcumina
Valor éptimo = 22,7265

Tabla 11. Factores considerados en la extraccién de curcumina

Factor Bajo Alto Optimo
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Temperatura de extraccion 60,0 80,0 80,0

Relacion mv/vd 8,0 16,0 8,0

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

e Andlisis de Varianza para tiempo de extraccion

Tabla 12. ANOVA-Tiempo de extraccion

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos (42,9883 2 (21,4942 42988348,00 (0,0000
Intra grupos |0,0000015 3 |5E-7
Total (Corr.) |42,9883 5

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Tabla 13. Pruebas de Multiple Rangos de tiempo de extraccion- Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos | Media | Grupos Homogéneos

t135 |2 16,3305 |X
t180 |2 17,5715 | X
t90 |2 22,5265 | X

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Tabla 14. Determinacion de Diferencias significativas en niveles de tiempo del proceso de extraccién

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites

t90 - t135  |* 6,196 0,00225033

t90 - 1180 |* 4,955 0,00225033

t135-1t180 |* -1,241 0,00225033

* indica una diferencia significativa.
Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo
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Analisis de Varianza para concentracion de etanol

Tabla 15. ANOVA-Concentracion de solvente

Fuente |Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos |14,6596 2 |7,32978 14659561,33 |0,0000
Intra grupos |0,0000015 3 |5E-7
Total (Corr.) |14,6596 5

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Tabla 16. Pruebas de Multiple Rangos de concentracion del solvente- Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos Media Grupos Homogeéneos
c85 |2 18,7605 |X
c7’5 |2 20,0455 X
c95 |2 22,5265 X

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Tabla 17. Determinacion de Diferencias significativas entre los niveles de concentracion de solvente

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
c/5-¢c85 | * 1,285 0,00225033
c/5-¢c95 | * -2,481 0,00225033
c85-¢c95 | * -3,766 0,00225033

* indica una diferencia significativa.
Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Analisis de Varianza para nanoemulsion de curcumina

Tabla 18. Factores considerados en la formulacién de nanoemulsién

Factores

Bajo

Alto

Unidades

Continuo

Aceite

35 |45

%

Si
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Mezcla Extracto Tween 80

35

45

%

Si

Fuente: Erika VVanessa Moya Castillo

Respuestas

Unidades

Separacion

%

0T 425 nm

%

Tabla 19. Andlisis de Varianza para %T 425 nm

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio [Razon-F| Valor-P
A:Aceite 781,442 1 |781,442 62,45 0,0000
B:Mezcla Extracto
Tween 80 765,709 1 (765,709 61,19 0,0000
AA 152,679 1 (152,679 12,20 0,0023
AB 81,12 1 181,12 6,48 0,0192
bloques 1,07185 2 10,535926 0,04 0,9582
Error total 250,275 20 (12,5137
Total (corr.) 2032,3 26

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

R-cuadrada = 87,6851 porciento

%T 425 nm = 204,144 - 13,3*Aceite + 5,46444*Mezcla Extracto Tween 80 +

0,201778*Aceite”2 - 0,104*Aceite*Mezcla Extracto Tween 80

Optimizar Respuesta

Meta: maximizar %T 425 nm

Valor éptimo = 67,9222

Tabla 20. Niveles 6ptimos en la formulacion de la nanoemulsion

Factor

Bajo

Alto

Optimo

Aceite

35,0

45,0

35,0
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Mezcla Extracto Tween 80 |35,0 (45,0 |45,0

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

e Andlisis de Varianza para solubilizacion de curcumina

Tabla 21. Factores considerados en la solubilidad de la nanoemulsién

Factores Bajo | Alto | Unidades | Continuo

Tween 80 0 1 - Si

Emulgin CO 40 |0 1 - Si

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

Respuestas | Unidades
A425 nm

Tabla 22. Analisis de Varianza para A425 nm

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
A:Tween 80 0,00154939 1 0,00154939 28,02 0,0000
B:Emulgin CO 40 |{0,00247339 1 ]0,00247339 44,74 0,0000
AB 0,000290083 1 0,000290083 5,25 0,0330
BB 0,000554241 1 0,000554241 10,02 0,0049
bloques 0,00000940741 2 |0,0000047037 0,09 0,9188
Error total 0,00110579 20 (0,0000552894
Total (corr.) 0,0059823 26

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

R-cuadrada = 81,5157 porciento

A425 nm = 0,102083 + 0,00872222*Tween 80 + 0,0520556*Emulgin CO 40 +
0,0196667*Tween 80*Emulgin CO 40 - 0,0384444*Emulgin CO 4072

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar A425 nm
Valor éptimo = 0,144257
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Tabla 23. Niveles 6ptimos en la solubilidad de la nanoemulsion

Factor Bajo | Alto | Optimo
Tween 80 00 (1,0 |10

EmulginCO 40 (0,0 |1,0 |0,932876

Fuente: Erika Vanessa Moya Castillo

72



73



		2021-07-30T17:06:37-0500
	ORESTES DARIO LOPEZ HERNANDEZ


		2021-07-30T17:13:46-0500
	NOROSKA GABRIELA SALAZAR MOGOLLON


		2021-07-30T17:48:18-0500
	DANAE FERNANDEZ RIVERO


		2021-07-30T17:54:37-0500
	ERIKA VANESSA MOYA CASTILLO


		2021-07-30T17:56:05-0500
	ERIKA VANESSA MOYA CASTILLO


		2021-07-31T10:53:33-0500
	ELSA PILAR URRUTIA URRUTIA




