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Glosario
Aceite esencial: metabolitos secundarios sintetizados por las plantas para su supervivencia y/o
adaptacion, estos que extraidos principalmente por destilacion.
Biocompatibilidad: capacidad de una sustancia para desempefiar la funcion deseada sin
provocar un efecto indeseable.
Biodisponibilidad: capacidad de un compuesto bioactivo para que el cuerpo lo absorba y lo use.
Compuestos bioactivos: compuestos de origen natural y sintético con actividades bioldgicas
demostradas.
Densidad: relacion entre la masa y el volumen de una sustancia.
Emulsificante: sustancia que ayuda en la mezcla de sustancias no miscibles.
Emulsién: mezcla o dispersion de liquidos inmiscibles.
Encapsulacion: proceso de incorporacién de ingredientes alimentarios o compuestos bioactivos
a través de agentes poliméricos.
Estabilidad: sustancia que mantiene sus propiedades en una escala de tiempo y no es
particularmente reactivo en el ambiente o durante su uso normal.
Estabilizante: sustancia que ayuda a mantener unidas una mezcla de sustancias.
Interfase: superficie de contacto entre las fases condensadas.
Miscibilidad: propiedades que poseen algunos liquidos para mezclarse en cualquier proporcion.
Tension interfacial: fuerzas intermoleculares que ocurren en la interfase entre ambos liquidos.
Tensoactivo: sustancias que influyen por medio la tension superficial en la superficie de
contacto entre dos fases.
Viscosidad absoluta o dindmica: medida de la resistencia a la fluencia de un fluido.

Viscosidad cinematica: relacion de la viscosidad dinamica con la densidad del liquido.
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Resumen

Titulo: Desarrollo de formulacién cinéticamente estable, a partir de la mezcla de 3 aceites
esenciales (Lippia origanoides, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis) en agua”

Autor: Loufrantz Jaffer Parra Méndez™

Palabras Clave: Aceites esenciales, emulsion, estabilidad cinética, balance hidrofilo-lipofilo
emulsificantes, estabilizantes, propiedades fisicoquimicas.

Descripcion:

En la presente investigacion se desarroll6 una emulsion cinéticamente estable de la mezcla de
tres aceites esenciales (Lippia origanoides-Thymus vulgaris-Rosmarinus officinalis) en agua, para
esto se empled un espectrometro Raman Cora 5300 en la caracterizacion de la fase oleosa, también el
método del balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) en la determinacion de los emulsificantes y sus
respectivas concentraciones, al igual que analisis fisicoquimicos para la determinacion del
estabilizante mas apropiado; como materiales emulsificantes se evaluaron el tween 20 - tween 80 -
aceite de girasol, como materiales estabilizantes la carboximetilcelulosa - pectina - maltodextrina y
un vortex Reax Top para la preparacion de las emulsiones. La proporcion de aceites esenciales en la
fase oleosa es obtenida de estudios realizados en diferentes fuentes bibliogréaficas, esta es
caracterizada con ayuda del andlisis de patrones (metabolitos) por Raman y aceites esenciales por
cromatografia de gases. Con el método HLB se obtuvo el mejor balance de moléculas emulsificantes-
fase oleosa y velocidad de agitacion destacandose la mezcla tween20-tween80-fase oleosa 1:1:2
preparada a 2500 rpm (2 meses estable); por ultimo se determind el mejor estabilizante realizando
pruebas fisicoquimicas a las emulsiones més estables, donde se observo la variacion de propiedades
como pH-viscosidad-densidad-homogeneidad-color y se obtiene una formulacion con mayor
estabilidad cinética (>3 meses), la cual estaba compuesta de fase oleosa 30% p/p, tween20 15% p/p,
tween80 15% p/p, agua 39,75% p/p y carboximetilcelulosa 0,25% p/p preparada a 2500 rpm durante
2 minutos. La velocidad de agitacion, composicion y tipos de emulsificantes, composicion fase
oleosa y el estabilizante otorgan diferentes propiedades y caracteristicas al sistema para la formacién
de agregados estables, estos disminuyeron las interacciones entre las diferentes moléculas y fases del
sistema retrasando los mecanismos de inestabilidad propios de las emulsiones.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Daniel Ricardo Molina Velasco. Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Development of a kinetically stable formulation from a mixture of 3 essential oils (Lippia
origanoides, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis) in water”

Author: Loufrantz Jaffer Parra Méndez™

Key Words: Essential oils, emulsion, kinetic stability, hydrophilic-lipophilic balance,
emulsifiers, stabilizers, physicochemical properties.

Description:

In this research, a kinetically stable emulsion of the mixture of three essential oils (Lippia
origanoides-Thymus vulgaris-Rosmarinus officinalis) in water was developed, for this, a Raman Cora
5300 spectrometer was used in the characterization of the oily phase, the method of the hydrophilic-
lipophilic balance (HLB) in the determination of the emulsifiers and their respective concentrations,
as well as physicochemical analyzes for the determination of the most appropriate stabilizer were
also used; as emulsifying materials the Tween 20 - Tween 80 - sunflower oil were evaluated, as
stabilizing materials, the carboxymethylcellulose — pectin — maltodextrin, and a Reax Top vortex
were used for the preparation of the emulsions. The proportion of essential oils in the oily phase was
obtained from studies carried out in different bibliographic sources, it was characterized with the help
of the analysis of patterns (metabolites) by Raman, and essential oils by gas chromatography. With
the HLB method, the best balance of emulsifying molecules- oily phase and stirring speed was
obtained by highlighting the mixture tween 20 — tween 80 - oily phase 1: 1: 2 prepared at 2500 rpm
(2 months stable); lastly, the best stabilizer was determined by performing physicochemical tests on
the most stable emulsions, where the variation of properties such as pH-viscosity-density-
homogeneity-color was observed, and a formulation with greater kinetic stability (> 3 months) was
obtained, which was composed of 30% w/w oily phase, 15% w/w tween 20, 15% w/w tween 80,
39.75% wiw water, and 0.25% p/p carboxymethylcellulose prepared at 2500 rpm for 2 minutes. The
stirring speed, composition and types of emulsifiers, oily phase composition, and the stabilizer give
different properties and characteristics to the system for the formation of stable aggregates, these
decreased the interactions between the different molecules and phases of the system, delaying the
instability mechanisms of emulsions.

* Degree Work
™ Science Faculty. Chemistry school. Director: Daniel Ricardo Molina Velasco. Chemistry Doctor.
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Introduccion

En la Gltima década ha aumentado el uso de los aceites esenciales en la industria
alimentaria y farmacoldgica por sus variadas caracteristicas y funcionalidades, ademas, por ser
compuestos biosintetizados, es decir, que las mismas plantas los producen. Estos compiten con
compuestos quimicamente sintetizados Ilegando a obtener mejores resultados que estos ultimos
por tener mayor biodisponibilidad y/o biocompatibilidad (Stashenko, 2009; Hernandez, 2011).

Los aceites esenciales de Lippia origanoides y Thymus vulgaris poseen moléculas que
cumplen con actividades funcionales (bioactivos) antimicrobianas contra microorganismos como
Escherichia coli, Salmonella cholerae, Bacillus cereus; actividades antifingicas contra Candida
albicans y Aspergillus, y gran capacidad antioxidante gracias a sus metabolitos que son capaces
de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas (Rojas et al., 2015; Stashenko, et al.,
2014). El aceite esencial de Rosmarinus officinalis tiene una gran capacidad antioxidante,
ademas, posee efectos inmunoestimulantes y antibacterianos (Coy y Acosta, 2013; Boom, et al.,
2018; Avricapa et al., 2018). Estos tres aceites esenciales tienen diferentes investigaciones en el
sector pecuario (aves y cerdos) e incluso en humanos.

En el sector pecuario se estan realizando diferentes investigaciones y desarrollos con
aceites esenciales como reemplazo de productos sintéticos (Madrid et al., 2017; Roldan, 2010).
Los antibidticos promotores de crecimiento se utilizan para mejorar la integridad intestinal en el
animal (antimicrobianos de E-coli, Salmonella, Clostridium, entre otras), pero el compuesto
activo del producto hace efecto hasta varios dias después de ser retirado (efecto residual), esto
impide su comercializacion en el tiempo deseado y trae consigo pérdidas economicas. Por lo
anterior, en los ultimos afios se han tratado los animales con aceites esenciales logrando

resultados zootécnicos iguales e incluso mejores que los compuestos quimicos sin dejar efectos
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residuales y mejorando la seguridad alimentaria (Madrid et al., 2017; Martinez, et al., 2009;
Roldan, 2010; Teneda, 2015).

La forma mas facil y répida de suministrar cualquier tipo de compuesto (f&rmaco o
funcional) a los animales de la industria pecuaria es por la via oral; estos se dosifican a la
concentracion deseada en el agua de bebida, lo que permite una dosificacion masiva, rapida, con
mayor biodisponibilidad y de bajo costo (Roldan, 2010). El agua de bebida es considerada el
principal nutriente en este tipo de industria, posee propiedades que interfieren en actividades
metabdlicas o fisiol6gicas y también porque muchos problemas de desempefio zootécnico se le
pueden atribuir a la mala calidad del agua (Chango, 2015).

Los aceites esenciales son moléculas liposolubles y su uso en productos de base acuosa
esta limitada por la solubilidad; cuando este tipo de moléculas son mezclados en agua se
convierten en sistemas con fases no miscibles (sistemas no homogéneos o sistemas multifase)
que da lugar a emulsiones cinéticamente inestables, por lo cual la fase dispersada solo lo esta
durante un periodo de tiempo finito y este tiempo depende de las caracteristicas de la interfaz que
separa ambas fases (Aranberri et al.,, 2006). Los sistemas multifase presentan diferentes
caracteristicas y propiedades en las fases separadas, es decir, la concentracion deseada de los
aceites esenciales que se quiere suministrar no se puede garantizar (Aranberri et al., 2006;
Fernandez, 2006).

Para mezclar los aceites esenciales en el agua se requiere de agentes moleculares
(tensoactivos y/o estabilizantes) que influyan en la interfaz de contacto entre ambas fases, asi
como de una buena homogeneizacion (velocidad de agitacion). Las moléculas oleosas se deben
dispersar homogeneamente en la fase acuosa para obtener uniformidad en toda la mezcla y

disminuir las interacciones entre las distintas fases (Moreno, 2013). Con ayuda del balance
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hidréfilo-lipofilo (HLB), condiciones de proceso y propiedades fisicoquimicas de la emulsién se
obtienen los tipos de emulsificantes-estabilizantes mas apropiados junto con sus respectivas
composiciones, al igual que las composiciones ideales de la fase oleosa (mezcla de aceites
esenciales) con respecto a la fase acuosa para aumentar la estabilidad cinética del sistema.

En la actualidad los consumidores prefieren productos que estdn compuestos
principalmente de sustancias naturales; las industrias pecuarias han comenzado a disminuir el
uso de sustancias sintéticas y reemplazarlas por sustancias naturales para generar beneficios en la
salud humana y en algunos paises ya estd prohibido el uso de antibiéticos para mejorar el
rendimiento en la produccion animal (Madrid et al., 2017; Roldéan, 2010). Esto hace que en los
ualtimos afios se investiguen emulsiones y otros tipos de matriz alimentaria cuya fase organica
esta compuesta por aceites esenciales procedentes de plantas aromaticas, lo que permite disefiar
productos mas ecoldgicos y mas seguros (Davila y Jiménez, 2016; Garcia et al., 2017).

En esta investigacion se obtiene un método rapido para la caracterizacion de los
principales metabolitos presentes en los aceites esenciales (Lippia 0., Thymus v. y Rosmarinus 0.)
por espectroscopia Raman. También se identifican los tipos de emulsificantes junto con sus
concentraciones y velocidades de agitacion que forman mejores agregados (balance hidrofilo —
lipofilo) para disminuir las interacciones entre las fases y obtener emulsiones o/w estables;
ademas los tipos de estabilizantes y concentraciones que aportan propiedades, las cuales
aumentan la estabilidad cinética de la emulsion. Estas emulsiones se observan a través del
tiempo y se miden diferentes propiedades fisicoquimicas y organolépticas (pH, viscosidad entre
otras) hasta presentar inestabilidad por separacion de fases o gotas de aceite en la superficie para

analizar los cambios que ocurren por el aumento de sus interacciones moleculares.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Desarrollar una formulacion cinéticamente estable de la mezcla de tres aceites esenciales
(Lippia origanoides, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis) en agua.
1.2 Objetivos Especificos

Caracterizar y determinar el porcentaje de inclusion de los aceites esenciales.

Determinar el tipo de emulsificante y calcular la concentracion necesaria para obtener
una emulsion cinéticamente estable con el método HLB Griffin.

Determinar compuestos de grado alimenticio que aumenten la estabilidad de la emulsion
y sus respectivas concentraciones en la formulacion.

Optimizar el proceso de preparacion de emulsiones o/w (aceite en agua), implicando
variables de entrada como la concentracion de aceites esenciales-emulsificantes, velocidad de

agitacion, estabilizantes y una respuesta variable dependiente (estabilidad).
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2. Cuerpo del Trabajo
2.1 Marco Referencial
Aceites esenciales

Las plantas sintetizan diferentes sustancias quimicas para cumplir funciones no esenciales
como son sus interacciones ecoldgicas con el ambiente y generalmente son conocidos como
aceites esenciales, estos estan formados principalmente por terpenos volatiles (monoterpenos y
sesquiterpenos) y pueden contener méas de 20 componentes (compuestos alifaticos, no terpenos,
aromaticos y ciclicos) en diferentes concentraciones dando el aroma caracteristico a algunas
flores, arboles, hierbas, especias y semillas. Los monoterpenos y sesquiterpenos son conocidos
de esta manera porque constan de diferentes unidades de isopreno y se caracterizan por ser
insolubles en agua, altamente volatiles, poco densos, de bajo peso molecular, solubles en alcohol,
aceites vegetales o ceras y de facil oxidacion por exposicion al aire y la luz (Rojas et al., 2015;
Stashenko, 2009).

Los aceites esenciales se clasifican segun su origen (Stashenko, 2009):

1. Aceites esenciales naturales, estos se extraen directamente de la planta utilizando
diferentes métodos, dos de los principales son la destilacion por arrastre de vapor y la extraccion
con solventes organicos.

2. Aceites esenciales artificiales, los cuales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes.

3. Aceites esenciales sintéticos, estos se producen por procesos de sintesis quimica.
Caracterizacion de aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas y la identificacion de sus componentes no

es un trabajo sencillo, afios atrés, se realizaba por cromatografia de capa fina, cromatografia de
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columna, destilacién fraccionada, entre otras y su determinacion estructural por métodos
quimicos tradicionales. Actualmente los métodos de andlisis son mucho mé&s avanzados
complementados con bases de datos y sistemas informaticos que hacen que la tarea de
determinar los constituyentes de los aceites esenciales sea menos dificil (Coy y Acosta, 2013).
Los métodos mas utilizados son las técnicas cromatograficas de alta resolucion (principalmente
cromatografia de gases), espectrometria de masa, espectroscopia infrarroja, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, espectroscopia Raman y sistemas cromatograficos acoplados
(cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas), este ultimo es el método mas
popular para determinar la composicion de aceites esenciales (Stashenko, 2009; Coy y Acosta,
2013).

La espectroscopia Raman es una técnica que proporciona en pocos segundos informacion
sobre la composicion o las caracteristicas de casi cualquier material permitiendo asi su
identificacion. Es el resultado de un proceso de dispersion de la luz (monocromatica) por un
material al incidir sobre él; la luz se dispersa inelasticamente y experimenta ligeros cambios de
frecuencia que son caracteristicos del material analizado e independientes de la frecuencia de la
luz incidente, esto proporciona informacion sobre las vibraciones intramoleculares e
intermoleculares (Nikolaos et al., 2005). Con esta técnica cada tipo de molécula produce
diferentes espectros, donde se observan picos caracteristicos con diferentes intensidades y
permite obtener la “huella dactilar” de las muestras analizadas (Vargas et al., 2015).

Los resultados de diferentes caracterizaciones demuestran que la composicion de los
aceites esenciales varia de acuerdo a las diferentes partes de la planta de las cuales se extrae,
también depende del tipo y ubicacion geografica de la planta; algunos aceites se caracterizan por

tener principalmente dos o tres metabolitos a concentraciones relativamente altas (20 a 70%) vy al
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conocer los metabolitos de mayor concentracion se puede asignar el quimiotipo a la planta.
(Stashenko et al., 2014).
Aceites esenciales de Lippia origanoides, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis

El aceite esencial de Lippia origanoides estd compuesto principalmente por timol,
carvacrol, p-cimeno y y-terpineno en concentraciones mayores a 40%, 20%, 10% y 5%
respectivamente. El aceite esencial de Thymus vulgaris contiene principalmente timol y p-
cimeno en concentraciones mayores a 35% y 20% respectivamente (Montoya et al., 2007; Rojas
et al., 2015). El aceite esencial de Rosmarinus officinalis contiene principalmente 1,8-cineol y
alcanfor en concentraciones mayores a 25% y 18% respectivamente. Debido a las diferentes
composiciones los aceites poseen diferentes propiedades, caracteristicas y funcionalidades,

(Stashenko et al., 2014; Boom et al., 2018); en la figura 1 se observan las principales moléculas

@

presentes en estos aceites esenciales.

Tlmol ‘ Carvacrol ‘ ‘ y-Terpineno ‘ ‘ 1,8-Cineol
O
‘ Alcanfor | p-Cimeno |

Figura 1. Moléculas principales en los aceites esenciales de Lippia origanoides, Thymus
vulgaris y Rosmarinus officinalis.
Nota: Las moléculas de timol y carvacrol se denominan monoterpenos fendlicos, mientras que el
p-cimeno es un monoterpeno aromatico y estas moléculas estan presentes en los aceites de

Lippia origanoides y Thymus vulgaris. Las moléculas y-terpineno, alcanfor y 1,8-cineol se
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conocen como monoterpenos ciclicos y estan presentes principalmente en el aceite de

Rosmarinus officinalis (Coy y Acosta, 2013; Stashenko et al., 2014).

Los aceites de orégano y tomillo (compuestos bioactivos) enmarcan un novedoso campo
de accién sobre la microbiota intestinal en aves y cerdos, estos modifican las poblaciones
microbianas para proveer un mejor desempefio del animal mejorando la absorcion y utilizacién
de nutrientes por un efecto indirecto de los acidos grasos volatiles que se generan por las
poblaciones benéficas (estimuladas en su crecimiento por el uso de los aceites esenciales),
también acttan sobre las paredes del intestino afectando positivamente la salud y funcionalidad
de las vellosidades intestinales (Madrid et al., 2017; Martinez et al., 2009); ademas, presentan
maltiples efectos funcionales como antimicoticos, estimulantes de enzimas digestivas,
inmunoestimulantes, antivirales, antioxidantes, entre otras y atribuyendo estas funciones a la
cantidad y sinergia de los compuestos que conforman los aceites esenciales (Roldan et al., 2010;
Teneda, 2015).

El aceite de Romero desde la antigliedad se ha atribuido numerosas propiedades
medicinales, tales como actividad antiséptica, antibacteriana, diurética y anticancerigena (Coy et
al., 2013); se utiliza en la industria pecuaria (compuesto bioactivo) como antiespasmadico, alivio
de trastornos respiratorios, estimulante del apetito, antiviral, antibacteriano, antioxidante,
inmunoestimulante e incluso para tratar diferentes tipos de dolores (Aricapa et al., 2017; Boom et
al., 2018).

Algunas de las principales caracteristicas de los aceites esenciales es que son

biocompatibles, biodisponibles y también se denominan como GRAS (Generalmente
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Reconocidos como Seguros) por la FDA (Agencia o Administracion de Medicamentos y
Alimentacion) de Estados Unidos de América (Da Veiga et al., 2019).
Aceites esenciales en alimentos

Incorporar aceites esenciales en los alimentos presenta un reto tecnoldgico que implica su
adecuada dispersion en la matriz alimentaria (s6lida o liquida), el control de su interaccion con
otros ingredientes, asi como la preservacion de su actividad durante el tiempo requerido. Un
posible enfoque para superar tales desafios se basa en su encapsulacion, esto contribuye a
mejorar la protecciéon de los compuestos bioactivos de la degradacién quimica y aumentar su
biodisponibilidad (Davila y Jiménez, 2016; Hernandez, 2011). La encapsulacion es también una
estrategia empleada para prolongar la estabilidad y actividad de los aceites esenciales durante la
manipulacion, el procesamiento y el almacenamiento; la eleccion de la técnica apropiada
depende de varios factores tales como el tamafio de particula, las propiedades fisicoquimicas del
nacleo y la pared, aplicacion de encapsulado y costos (Briones, 2017; Favaro y Pinho, 2006;
Fuchs et al., 2006).
Emulsificacién

La emulsificacion es una técnica que permite mezclar dos fases liquidas inmiscibles
“aceite en agua” (o/w) o “agua en aceite” (w/0), una de las cuales se dispersa como gotas muy
pequefias (0,1 a 20 micrémetros) en la otra con ayuda de un tipo de moléculas denominadas
tensoactivos o surfactantes (Aranberri et al., 2006). Es considerada un tipo de encapsulacion y
una forma especial de empacar materiales solidos o liquidos, esta técnica recubre con una
pelicula de carbohidratos u otro material polimérico los compuestos bioactivos para impedir que
sufran reacciones con otros ingredientes y con el ambiente (Fernandez, 2006; Fuchs et al., 2006);

en la figura 2 se observan las representaciones graficas de los tipos de emulsiones mas comunes.
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Figura 2. Tipos de emulsiones
Nota: Representacion de los tipos de emulsiones, estructuras de agrupacion molecular llamadas
micelas o agregados alrededor de la gota. Adaptado de Repositorio UNIANDES. Disponible en:

https://repositorio.uniandes.edu.co/bitstream/handle/1992/23898/u346110.pdf?sequence=1

Tensoactivos emulsificantes y HLB Griffin

Los tensoactivos son moléculas que influyen directamente en la superficie de contacto
entre dos fases liquidas, estos reducen la tension interfacial generada por las fuerzas o
interacciones moleculares entre las fases. Estas moléculas se caracterizan por tener dos partes de
naturaleza opuesta en su estructura: la parte polar o hidréfila puede llevar una carga positiva o
negativa y es esta parte la que define al agente tensoactivo si es i6nico o no ionico y la parte
apolar o hidrofoba generalmente suele ser una cadena hidrocarbonada (Fernandez, 2006; Murillo
et al., 2013; Ramirez et al., 2019).

Existen cuatro tipos de tensoactivos:

1. Tensoactivos anionicos, estos poseen un grupo funcional polar cargado negativamente
y puede estar compuesto de carboxilato, sulfonato, sulfato o fosfato; se usan principalmente

como detergentes, espumantes y humectantes.


https://repositorio.uniandes.edu.co/bitstream/handle/1992/23898/u346110.pdf?sequence=1
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2. Tensoactivos no idnicos, estos no poseen grupo funcional polar cargado y puede estar
compuesto de alcohol, fenol, éter o amida; se usan principalmente como emulsificantes ya que en
solucién acuosa no se ionizan.

3. Tensoactivos cationicos, estos poseen un grupo funcional polar cargado positivamente
y puede estar compuesta de sales nitrogenadas (amonio cuaternario); se usan como
desinfectantes en hospitales y en la industria alimentaria (antimicrobianos).

4. Tensoactivos anfoteros, estos actian dependiendo del medio (acido o bésico) en que se

encuentren; el grupo polar estd compuesto de carboxilato-amonio cuaternario (Fernandez, 2006).

En la fabricacién de emulsiones se tienen en cuenta los tipos de tensoactivos, asi como
sus cantidades; los emulsificantes o agentes emulsionantes son un grupo de moléculas que hacen
parte del gran grupo de tensoactivos, estos poseen un tipo de estructura que les habilita para
interactuar en las interfases, auto asociarse en soluciones acuosas u oleosas y son los encargados
de conferir la propiedad de “puente” (formacién de agregados) entre ambos liquidos para
mezclarse homogéneamente (Fernandez, 2006; Aranberri et al., 2006).

El Balance hidrofilo-lipofilo (HLB), propuesto por Griffin en 1949, indica la naturaleza
anfétera de los tensoactivos y es expresada en términos de una escala empirica. Se han
establecido varias ecuaciones para calcular valores de HLB y a cada tensoactivo se le asigna un
nimero que es caracteristico de su polaridad relativa (componentes hidréfilos y lipofilos de la
molécula), donde los tensoactivos menos hidréfilos se les asignan los valores de HLB mas bajos
(figura 3); existen emulsificantes muy polares que favorecen las emulsiones o/w (barrera
interfacial mas hidrofila), mientras que los menos polares favorecen las emulsiones w/o (barrera

interfacial mas lipofila) (Aranberri et al., 2006).
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Nombre Surfactante HLB

Span 85 Trioleato de sorbitol (NI) 1.8 18 -

Span 65 Triestearato de sorbitol (NI) 21 Solubilizantes
Span 80 Manooleato de sorbitol (NI) 43 o J

Span 60 Monoestearato de sorbitol (NI) 47 . }

Span 40 Monopalmitato de sarbitol (NI) 6,7 Q Detergentes

Span 20 Monolaurato de sorbitol (NI) 86 o J

Tween 81 Igual al Span 80 con poli-EQ (NI) 10,0 T |

Tween 65 Igual al Span 65 con poli-EQ (NI) 10,5 12 Emulsionantes o/w
Tween 21 Igual al Span 20 con poli-EO (NI) 133

Tween 60 Igual al Span 60 con poli-EQ (NI) 149 —

Tween 80 Igual al Span 80 con poli-EO (NI) 15,0 ® 1

Tween 40 Igual al Span 40 con poli-EQ (NI) 158 { L } Humectantes
Tween 20 Igual al Span 20 con poli-EO (NI) 16,7 J

Triton X-15 Octil-fenol-1,5 EO (NI) 36 & - |

Triton X-35 Octil-fenol-3,5 EC (NI 7.8 ° | Emulsianantes w/o
Triton X-45 Octil-fenal-4,5 EO (NI) 10,4 z

Triton X-114 Octil-fenol-7,5 EQ (NI) 12,4 Ol ./

Sipex SB Dodecil sulfato de sodio (Al) 40,0 S 1 Mavoria antiespumantes
Sipon L-22 Dodecil suffato de amonio (Al) 31,0 / ¥ P
Sipon LT6 Dodecil sulfato de tristanclamina (Al) 340

Neodol 25-7 Alcohol primario (C12-15) poli-EQ (NI} 12,0 j

Figura 3. Tipos de tensoactivos y escala HLB
Nota: de los tensoactivos mas utilizados en las diferentes industrias; los emulsificantes para
sistemas “agua en aceite” tienen valores HLB de 3 a 8 y para sistemas “aceite en agua” sus

valores HLB van de 8 a 16. Adaptado de Aranberri et al., 2006.

Para el respectivo calculo del HLB de una mezcla de emulsificantes se utiliza la formula
dada por Griffin (HLB = HLBA x fa + HLB x fg), donde f es la fraccion molar de cada
emulsificante en la emulsion (Fernandez, 2006).

Estabilidad en emulsiones

Las emulsiones son sistemas inestables desde el punto de vista termodindmico, debido a
la relativamente alta energia libre positiva (tension interfacial) asociada con el contacto entre las
fases de aceite y agua, pero con la adicion del emulsificante se contribuye en la mayoria de los
casos a una mayor estabilidad (Aranberri et al., 2006; Fernandez, 2006). El balance hidrofilo-
lipofilo (HLB) es muy importante en la eleccion del tensoactivo para lograr dispersion y

estabilidad; los aditivos poliméricos también pueden poseer en ciertos casos actividad
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superficial, pero més frecuentemente actian como agentes protectores que forman una barrera
fisica al contacto y coalescencia de las gotas. (Moreno, 2013; Garcia et al., 2017).

Una emulsion se considera estable cuando las gotas de la fase dispersa conservan su
caracter inicial y permanecen distribuidos uniformemente en la fase continua (observandose una
Unica fase). La estabilidad depende de varios factores tales como el tamafio de las gotas
dispersas, la densidad de las fases, la viscosidad de la emulsion, las fuerzas interfaciales, la
naturaleza emulsificante, la cantidad de emulsificante, la cantidad de estabilizante, el proceso de
elaboracion y las condiciones de almacenamiento (Moreno, 2013).

Mecanismos de inestabilidad

El proceso de inestabilidad o ruptura de las emulsiones puede suceder mediante cuatro
mecanismos diferentes:

1. El creaming o sedimentacion son procesos que ocurren por accién de la gravedad y las
fuerzas electrostaticas, estos crean un gradiente vertical de concentracion de las gotas sin variar
la distribucién del tamafio de las mismas (depende del tamafio de la gota y la viscosidad)
(Aranberri et al., 2006; Moreno, 2013).

2. La floculacion es un proceso que ocurre por la adhesion de las gotas sin fusionarse,
donde no existe una variacion de la distribucion del tamafio de la gota y estd controlado por un
equilibrio global entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de Van der Waals y repulsivas de
tipo estéricas o de hidratacion (depende mucho del tamafio promedio de la gota formada en la
dispersion) (Aranberri et al., 2006; Moreno, 2013).

Estos procesos son reversibles, es decir, una simple agitacion de la mezcla permite

dispersion nuevamente (Fernandez, 2006) y se representan en la figura 4.
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Figura 4. Procesos graficos de desestabilizacion (creaming — sedimentacion y floculacion).
Nota: Procesos de desestabilizacion que dependen del tamafio de gota en la dispersion y de la

viscosidad. Adaptado de Aranberri et al., 2006.

3. La coalescencia es otro proceso de inestabilidad que se debe a la fusién de las gotas,
este mecanismo genera gotas mas grandes y depende de la tension superficial; el cambio es
irreversible y necesita de un aporte extra de energia para restablecer la distribucion del tamafio
de la particula original (Aranberri et al., 2006; Fernandez, 2006).

4. El engrosamiento de gota se debe al crecimiento de las gotas mas grandes a costa de
las mas pequefias hasta que estas Ultimas casi desaparecen, este proceso ocurre a una velocidad
en funcion de la solubilidad de la fase dispersa en la fase continua y se debe a la presion interna
(presion de Laplace) de las gotas que es mayor en las gotas mas pequefias; el cambio es
irreversible y necesita de un aporte extra de energia para restablecer la dispersion (Aranberri et
al., 2006; Moreno, 2013).

En la Figura 5 se representa la coalescencia y el engrosamiento de gota.
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Figura 5. Procesos gréaficos de desestabilizacion (coalescencia y engrosamiento de gota)
Nota: Procesos de desestabilizacién que dependen de la tension superficial y de la presion

interna de las gotas. Adaptado de Aranberri et al., 2006.

En general, el complejo proceso de inestabilidad en las emulsiones suele ocurrir mediante
la combinacién de los diferentes procesos que pueden suceder simultaneamente a diferentes
velocidades y que ocurren a escala microscopica. La teoria general de la DLVO (Derjaguin,
Landau, Erwey, y Overbeek) explica el efecto neto de las energias de atraccion y repulsion en la
estabilidad de las particulas coloidales y puede utilizarse para describir cualitativamente las
interacciones entre las gotas, esto se debe a que las particulas coloidales estdn sometidas a

fuerzas de atraccion y repulsion obteniéndose un balance entre dichas fuerzas (Fernandez, 2006).
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3. Metodologia

3.1 Materiales

Aceites esenciales:

Aceite esencial de Lippia origanoides; es el de mayor uso en la industria pecuaria por
sus variadas funcionalidades (promotor de crecimiento o modulador intestinal,
antimicrobiano, regulador de acidez, inmunomodulador, entre otras) y se caracteriza
por estar compuesto de los 2 metabolitos (timol y carvacrol) mas estudiados en
alimentacion funcional (Madrid et al., 2017; Teneda, 205; Martinez et al., 2009;
Roldéan, 2010); el aceite utilizado en este trabajo es proveniente de la India. Aceite
esencial de Rosmarinus officinalis; posee funcionalidades antioxidantes y antivirales
que los otros dos aceites no poseen (Coy & Acosta, 2013; Boom et al., 2018; Aricapa
et al., 2018); el aceite utilizado en este trabajo es proveniente de la India. Aceite
esencial de Thymus vulgaris; posee funcionalidades como antimicrobiano,
antioxidante y modulador intestinal (Martinez et al., 2009; Roldan, 2010); el aceite
utilizado en este trabajo es proveniente de Colombia.

Aceites esenciales quimiotipos timol y 1,8-cineol; muestras provenientes de la India y
de Colombia, estas pertenecen a la empresa Promitec SAS y fueron adquiridas desde

el afio 2019; las cantidades relativas de los principales metabolitos se encuentran en el

Apéndice A.

Emulsificantes de grado alimenticio; tween 20, tween 80 y aceite vegetal son emulsificantes muy

usados en la industria alimentaria y poseen diferentes valores de HLB (Montoya, 2019; Moreno,

2013; Murillo et al., 2013; Ramirez et al., 2019):
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Aceite vegetal; fabricado por Team Foods, este emulsificante es de caracter no ionico
soluble en la fase lipofilica. Tween 20; fabricado por Acofarma, conocido como
polisorbato 20, es un emulsificante de carécter no ionico soluble en la fase hidrofilica.
Tween 80; fabricado por Andina, conocido como polisorbato 80, es un emulsificante
de caracter no idnico soluble en la fase hidrofilica.

Las fichas técnicas de los emulsificantes se muestran en el Apéndice B.

Estabilizantes de grado alimenticio, poseen una estructura polimérica que interfieren en la

tension interfacial y pueden otorgar diferentes caracteristicas de viscosidad (Garcia et al., 2017,

Guandique y Samayoa, 2002):

Carboximetilcelulosa (CMC); fabricado por Protokimica, conocida como CMC sddica,
es un aditivo ligante, espesante y estabilizante de emulsion. Maltodextrina; fabricada
por Ingredion, es una mezcla de polimeros de glucosa resultado de la hidrolisis del
almidon, también se usa como transportador y de estabilidad en diferentes soluciones.
Pectina; fabricada por Protokimica, es un polimero natural formado por una mezcla
moléculas &cidas y neutras, también se usa como aditivo gelificante y espesante de
emulsiones.

Las fichas técnicas de los estabilizantes se muestran en el Apéndice C.

3.2 Caracterizacion de aceites esenciales por técnicas instrumentales

Se caracterizaron los aceites esenciales de Lippia origanoides, Thymus vulgaris y

Rosmarinus officinalis usados en esta investigacion con técnicas cromatogréaficas (gases acoplada

a espectrometria de masas) y espectroscopia Raman.
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3.2.1 Cromatografia de gases / espectrometria de masas

Los tres aceites esenciales se analizaron por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) en un cromatografo de gases AT 6890 Series Plus (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas (Agilent
Technologies, MSD 5975), operado en el modo de barrido completo de radiofrecuencia (full
scan), la columna empleada en el anélisis fue DB-5MS (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.),
de 5%-Ph-PDMS, 60 m x 0,25 mm x 0,25 um. La identificacion presuntiva de los compuestos
registrados en las muestras de aceites esenciales se basd en sus espectros de masas (El, 70 eV)
usando la base de datos de Adams, Wiley y Nist. Estos equipos estan en el laboratorio de
Cromatografia y Espectrometria de Masas (CROM-MASS) de la Universidad Industrial de
Santander.
3.2.2 Espectroscopia Raman cualitativo

Se realizaron mediciones por espectroscopia Raman a patrones estandar ALFA chemistry
(99% pureza) y sigma ALDRICH (96 a 99% pureza) de timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno,
1,8-cineol y alcanfor (figura 6). Las muestras fueron medidas por triplicado usando un
espectrometro Raman Cora 5300, equipado con un laser que emite a una longitud de onda de
1064 nm, se utilizaron viales de vidrio transparente (2 mL, 12*32 mm) y un método de medicion
de 100 escaneos - tiempo de exposicion de 1800 mseg/escaneo - potencia del laser de 300 W;

luego se identificaron los picos caracteristicos de cada metabolito.
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Figura 6. Espectrometro Raman y patrones estandar

Nota: Espectrémetro Raman Cora 5300 (Instrument software version: 2.2.0.) y patrones estandar

de timol 99%, carvacrol 98%, p-cimeno 99%, y-terpineno 97%, alcanfor 96% y 1,8-cineol 99%.

3.2.3 Espectroscopia Raman cuantitativo

Se hicieron mediciones con espectroscopia Raman (100 Scans-1800 mseg-300 W por
triplicado) a 10 muestras de aceite esencial quimiotipo 1,8-cineol y 10 muestras quimiotipo timol
(figura 7) y se determinaron las intensidades de los picos caracteristicos (principales
metabolitos). Las respectivas curvas y ecuaciones de calibracion para cada metabolito se
obtuvieron con las intensidades obtenidas (Raman) y sus concentraciones (GC/MS) para su
posterior determinacion porcentual en los aceites esenciales de Lippia origanoides, Thymus

vulgaris y Rosmarinus officinalis usados en este estudio.

Figura 7. Muestras de aceites esenciales

Nota: Aceites esenciales; (a) quimiotipo timol y (b) quimiotipo 1,8-cineol.
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3.3 Mezcla de aceites esenciales (fase oleosa)

Con base en las composiciones de los tres aceites esenciales analizados y a una revision
bibliografica se formuld una mezcla (% p/p) compuesta por aceites esenciales de Rosmarinus
officinalis : Lippia origanoides : Thymus vulgaris 10 : 80 : 10. A esta mezcla se le midio con
espectroscopia Raman (100 Scans — 1800 mseg — 300 W por triplicado) y se identificaron los
principales picos junto con sus intensidades, al igual que se resolvieron las respectivas
ecuaciones para obtener informacion porcentual de los metabolitos mayoritarios.

3.4 Emulsificacién y estabilidad cinética

Se prepararon emulsiones mezclando fase oleosa (punto 3.3) con diferentes cantidades de
emulsificantes 10, 20 y 30% p/p (tween 20, tween 80 y aceite vegetal) y estabilizantes 0.25, 0.50
y 1% p/p (CMC, maltodextrina y pectina). Las que presentaron una sola fase se resaltaron de las
demas ya que estas se consideran estables porque las gotas de la fase dispersa conservan su
caracter inicial y permanecen distribuidos uniformemente en la fase continua (homogeneidad).
La estabilidad de las emulsiones se determind observando su apariencia cada 24 horas hasta
presentar inestabilidad por separacion de fases o gotas de aceite en la superficie, también a través
del tiempo (cada 3 a 10 dias) se midieron pH, viscosidad cinematica, densidad y organolépticas
(color y apariencia) relacionadas con el incremento de las interacciones intermoleculares que
conllevan a su inestabilidad.

3.4.1 Agentes emulsificantes y fase oleosa
A los tres agentes emulsificantes y a la fase oleosa se le midieron propiedades

fisicoquimicas (figura 8) y organolépticas como pH, viscosidad, densidad, color y apariencia.
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Figura 8. Determinacion de propiedades fisicoquimicas

Nota: pH-metro (Handylab100), viscosimetro opaco Cannon-Fenske 100-377C (3 a 15 cSt) -

300-F720 (50 a 250 cSt), picnémetro 25 ml y balanza OHAUS PA323C (0,001 a 320 g).

3.4.2 Preparacién emulsiones o/w con unico emulsificante y evaluacion por el método HLB

Se prepararon 16 emulsiones o/w para cada tipo de emulsificante en las que se varié la
composicién de la fase oleosa como se especifica en la Tabla 1. Se prepararon 30 g de cada
formulacion en un respectivo orden de adicion: fase oleosa — emulsificantes — fase acuosa a
condiciones ambientales (°T= 28°C y Hr= 60%) y agitacion mecanica con Vortex durante 1
minuto (figura 9).

Las emulsiones se observaban cada 24 horas, durante 1 semana, y las que presentaron
homogeneidad en todo el sistema (mayor estabilidad) fueron preparadas nuevamente (60 g cada
una) a las mismas condiciones; a estas se les realizaron mediciones de pH, viscosidad, densidad,
color y apariencia cada tres dias, durante quince dias o hasta presentar inestabilidad (separacion

de fases).
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Tabla 1. Composicion de emulsiones o/w (Unico emulsificante)

% Emulsificante % Fase oleosa % Agua  Agitacion (rpm)
0 20y 30 80y 70 1250 y 2500
10 20y 30 70y 60 1250 y 2500
20 20y 30 60y 50 1250 y 2500
30 20y 30 50y 40 1250 y 2500

Figura 9. Equipo de agitacion

Nota: Agitador Vortex Reax Top (HEIDOLPH) 100 a 2500 rpm.

3.4.3 Preparacién de emulsiones o/w con mezcla de emulsificantes y evaluacién por el método
HLB

Se prepararon 36 formulaciones con mezclas de emulsificantes, en las que se vario la
composicion de la fase oleosa y se conservd la composicion de emulsificantes (30% p/p -
variando proporciones) como se especifica en la Tabla 2. Se prepararon 30 g de cada
formulacion en un respectivo orden de adicion: fase oleosa — emulsificantes — fase acuosa a
condiciones ambientales y agitacion mecanica con Vortex durante 1 minuto.

Las emulsiones se observaban cada 24 horas, durante 1 semana, y las que presentaron

homogeneidad en todo el sistema (mayor estabilidad) fueron preparadas nuevamente (60 g cada
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una) a las mismas condiciones; a estas se les realizaron mediciones de pH, viscosidad, densidad,
color y apariencia cada tres a cinco dias, durante un mes o hasta presentar inestabilidad
(separacion de fases o gotas de aceite en la superficie).

Tabla 2. Composicion de emulsiones o/w (mezcla de emulsificantes)

Tween Tween Aceite  Proporcion % Fase Agitacion
- % Agua
20 80  vegetal emulsificantes oleosa (rpm)
A B - 1:1-1:2-2:1 20y 30 50y 40 1250y 2500
A - C 1:1-1:2-2:1 20y 30 50y 40 1250y 2500
- B C 1:1-1:2-2:1 20y 30 50y 40 1250y 2500

3.4.4 Estabilizantes
A los estabilizantes se le midieron propiedades fisicoquimicas (figura 10) y

organolépticas como densidad, humedad, color y apariencia.

Figura 10. Determinacion de propiedades fisicoquimicas en estabilizantes

Nota: Balanza determinadora de humedad OPTIKA-ITALY 160 g/0,001 g.

3.4.5 Preparacién de emulsiones o/w con estabilizantes
Se prepararon 9 formulaciones con la mezcla de mayor estabilidad (tween 20 — tween 80

— fase oleosa 1:1:2) y el estabilizante en diferentes concentraciones (0,25 — 0,5 — 1,0% p/p). Se
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prepararon 120 g de cada formulacion en un respectivo orden a condiciones ambientales: fase
oleosa - emulsificantes - fase acuosa y agitacion con Vortex (2500 rpm) durante 1 minuto, luego
se adiciond estabilizante y nuevamente agitacion con Vortex (2500 rpm) durante 1 min. A estas
emulsiones se les realizaron mediciones de pH, viscosidad, densidad, color y apariencia cada 10
dias, durante 3 meses o0 hasta presentar inestabilidad (separacion de fases o gotas de aceite en la
superficie).
3.4.6 Comportamiento de la fase oleosa

Se determiné la concentracion de aceites esenciales por la técnica NTC 440 (método de
ensayo 3.13; ver Apéndice D) en las emulsiones con estabilizantes. A la emulsion mas estable se
le realizaron mediciones de concentracién de aceites esenciales y caracterizacion de los
principales metabolitos por espectroscopia Raman (100 Scans — 1800 mseg — 300 W, por

triplicado) en diferentes dias y se observaron sus variaciones a través del tiempo.
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4. Resultados y anélisis de resultados

4.1 Caracterizacion de aceites esenciales

La GC/MS es la técnica mas utilizada para la caracterizacion de aceites esenciales
(Stashenko, 2009). La espectroscopia Raman fue una alternativa rapida y confiable para
identificar y cuantificar sus principales metabolitos.
4.1.1 Caracterizacion por GC/MS

La identificacion presuntiva y cantidad relativa obtenida de los tres aceites esenciales
(Lippia 0., Thymus v. y Rosmarinus 0.) se encuentra en el Apéndice E; las concentraciones de sus
principales metabolitos se especifican en la tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones (% p/p) de principales metabolitos en aceites esenciales (GC/MS)

Timol  Carvacrol p-Cimeno y-Terpineno 1,8-Cineol Alcanfor
(% plp) (%plp) (% p/p) (% p/p) (%o plp) (% p/p)

Aceite esencial

* *

Lippia origanoides 46,9 27,0 11,4 10,8 Np Np
Thymus vulgaris 35,5 2,7 22,3 94 1,6 0,8
Rosmarinus . .
- Np Np 4,8 6,6 29,6 19,9
officinalis

Nota: “No presencia del metabolito.

Los resultados de la Tabla 3 confirman que cada aceite esencial tenia 2 principales
metabolitos que comprenden al menos el 50% de la composicion total y una gran cantidad de
metabolitos no menor a 20 que complementaban su composicion. En resumen, el aceite esencial
de Lippia origanoides, timol y carvacrol 64% p/p; aceite esencial de Thymus vulgaris, timol y p-

cimeno 58% p/p y aceite esencial de Rosmarinus officinalis, 1,8-cineol y alcanfor 50% p/p.
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4.1.2 ldentificacién por espectroscopia Raman

A partir de los espectros Raman (Figura 11) de los patrones estandar se identificaron los
picos caracteristicos de las vibraciones moleculares més intensas de cada metabolito: timol
(736.6 y 1262.2 cmY), carvacrol (756.9, 865.4, 1262.6, 1453.2 y 1626.8 cm™), p-cimeno (802.6,
1207.6 y 1615.6 cm™), y-terpineno (754.7, 1427.2 y 1701.5 cm™), 1,8-cineol (650.3 y 1452.1 cm’

1) y alcanfor (650.5 cm).
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Figura 11. Espectros Raman de patrones estandar
Nota: Espectros promedio del pico mas intenso (100 Scans-1800 mseg-300 W); a) timol 99%, b)

carvacrol 98%, c) p-cimeno 99%, d) y-terpineno 97%, e) 1,8cineol 99% vy f) alcanfor 96%.

Las moléculas de timol, carvacrol, p-cimeno, y-terpineno, 1,8-cineol y alcanfor presentan
picos caracteristicos de mayor intensidad, estos son muy importantes para la identificacion del
metabolito y se deben al modo vibracional “breathing” o deformacién del anillo en 740 cm™,
760 cm™, 804 cm™, 756 cm™, 650 cm™ y 651 cm™ respectivamente; la frecuencia de vibracion
varia por los sustitutos del anillo (Nikolaos et al., 2005; Vargas et al., 2015). En los espectros de
patrones analizados (Figura 11) se identificaron los picos de mayor intensidad en 736.6 cm™
(timol), 756.9 cm (carvacrol), 802.6 cm™ (p-cimeno), 754.7 cm™ (y-terpineno), 650.3 cm™ (1,8-
cineol) y 650.5 cm™ (alcanfor).

Los metabolitos también presentan picos caracteristicos de intensidad media por los

diferentes modos vibracionales de estiramiento y flexion, estos son importantes para diferenciar
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a los metabolitos que tengan solapamiento de sus picos méas intensos como ocurre con carvacrol
y y-terpineno; por ejemplo, timol en 1260 cm™, carvacrol en 870 cm™ - 1460 cm™ - 1620 cm™?, p-
cimeno en 1210 cm™, y-terpineno en 1420 cm™ - 1700 cm™ y 1,8-cineol en 1448 cm™ (Nikolaos
et al., 2005; Vargas et al., 2015). Los espectros obtenidos presentaron desplazamientos de hasta
+ 3.4 cm™ en sus picos mas intensos y hasta + 4.6 cm™ en sus picos de intensidad media, lo cual
indicaba buena precision y reproducibilidad del método.
4.1.3 Cuantificacion por espectroscopia Raman

Los analisis a muestras de aceites esenciales quimiotipos timol y 1,8-cineol arrojaron
espectros caracteristicos de sus principales metabolitos (Apéndice F), donde se lograron
identificar sus picos especificos junto con las intensidades numéricas. En las tablas 4 y 5 se
especifican las intensidades promedio (In. P.) de los picos mas intensos del timol (737 cm™),
carvacrol (757 cm™), p-cimeno (803 cm™) y 1,8-cineol junto con alcanfor (650 cm™); pero para
el y-terpineno se especifica uno de sus picos mas caracteristicos (1701 cm™) porque su pico mas
intenso tiene la frecuencia de vibracién cercana al pico mas intenso del carvacrol.

Tabla 4. Intensidades promedio (Raman) en aceites esenciales quimiotipo timol

Aceite In. P.timol In. P.carvacrol In.P.p-cimeno In.P.y-terpineno
Esencial (737 cm™) (757 cm™) (803 cm™) (1701 cm?)

1 2025 + 23 Nd* Nd* Nd*

2 1645+ 8 Nd* 436 £ 13 427 + 36
3 1490 + 32 1022 + 22 320+ 25 Nd*

4 1332 +3 979 +13 370+ 2 336 +7
5 1423 + 32 974 + 15 418 + 14 315+21
6 1345+ 3 946 + 21 453+ 6 368 + 24
7 1306 + 32 969 + 25 454 + 25 346 + 15
8 1340 + 32 572+ 30 500 * 26 300 + 56
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Aceite In. P.timol In. P.carvacrol In.P.p-cimeno In.P.y-terpineno
Esencial (737 cm™) (757 cm) (803 cm™) (1701 cm™)
9 1066 + 6 522+ 28 646 + 10 321 +22
10 904 +3 667 + 31 380+ 10 323+20

Nota: “No detectable la presencia del metabolito.

Tabla 5. Intensidades promedio (Raman) en aceites esenciales quimiotipo 1,8-cineol

Aceite Esencial In. P. 1,8-cineol In. P. alcanfor

(650 cm™) (650 cm?)

11 2568 + 24 Np*

12 2088 + 9 Np*

13 1940+ 9 Np”

14 1861 + 29 Np”

15 1646 + 25 Np”

16 1650 £ 30 1650 + 30

17 1481 + 18 1481 + 18

18 918 + 30 918 + 30

19 984 + 22 984 + 22

20 949 + 24 949+ 24

Nota: “No presencia del metabolito.

En las muestras quimiotipo timol el pico del metabolito principal (737 cm™) se identifico
en todos los espectros con buena resolucion (Apéndice F), pero el del carvacrol (757 cm™) en
algunos espectros no se observé por solapamiento con el pico del timol y esto ocurre
principalmente cuando la diferencia de concentraciones entre ambos metabolitos es mayor a
12%. También se logré identificar que las muestras con concentraciones menores a 6% de

carvacrol no presentaban buena resolucion en el espectro. Los picos del p-cimeno (803 cm™) y vy-
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terpineno (1701 cm™) también se identificaron en todos los espectros con buena resolucion

excepto en las muestras con concentraciones menores a 6% de p-cimeno y 9% de y-terpineno. En

las muestras quimiotipo 1,8-cineol el pico de los dos principales metabolitos (650 cm™) se

identifico en todos los espectros con buena resolucion.
Las curvas de calibracion de la figura 12 se obtuvieron al graficar los valores de

intensidad (Tablas 5y 6) de los picos caracteristicos de cada metabolito vs sus concentraciones

(Apéndice A) en los respectivos aceites esenciales. El 1,8-cineol y alcanfor por tener frecuencias

de vibracion muy cercanas se totalizaron sus intensidades y concentraciones (Vargas et al.,

2015).
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Nota: Curvas calibracion; timol (737 cm), carvacrol (757 cm™), p-cimeno (803 cm™), y-

terpineno (1701 cm™) y 1,8-cineol + alcanfor (650 cm™®).

En las curvas de calibracion se observo la variacion de la intensidad del pico mas intenso

o caracteristico de los metabolitos en funcién de su concentracion; el timol presenté un

crecimiento logaritmico, el carvacrol y p-cimeno presentaron crecimiento exponencial, el y-

terpineno y 1,8-cineol + alcanfor presentaron un crecimiento lineal en la intensidad del pico a

medida que aumentaron sus concentraciones. Las respectivas ecuaciones obtenidas para cada

metabolito son las siguientes:

Intensidad + 2404.7

% timol = e 989,23

% carvacrol =

In(Intenidad)—In(485,2) |

- r2=0,975

;12=0,970

In(Intenidad)—In(254,33) |

0,0248

% p — cimeno =

; 12=0,958

0,0414

1)

()

©)
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. Intensidad—206,36
%y — terpineno = — ensr,loa639 :r>=0,961 4)

Intensidad—391,55 5
12 =0,984 (5)
22,086

% 1,8 cineol + % alcanfor =

Los espectros obtenidos de los tres aceites esenciales (Lippia 0., Thymus v y Rosmarinus
0.) se especifican en la figura 13. En el espectro del aceite de Lippia origanoides se identifico
timol (737.1 cm™, In.P. 1421 + 18), carvacrol (753.7 cm™, In.P. 932 + 15), p-cimeno (800.5 cm™,
In.P. 420 + 13) y y-terpineno (1701.0 cm™, In.P. 325 + 18). En el espectro del aceite de Thymus
vulgaris se identifico timol (736.6 cm™, In.P. 1130 + 20), p-cimeno (800.4 cm™, In.P. 650 + 10)
y y-terpineno (1703.0 cm™, In.P. 314 + 20). En el espectro del aceite de Rosmarinus officinalis se
identificd el 1,8-cineol y alcanfor (649.7 cm™, In.P. 1476 + 19). Las concentraciones obtenidas al

resolver las ecuaciones 1 a 5 se especifican en la tabla 6.
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Figura 13. Espectros Raman de aceites esenciales.

Nota: Espectros promedio del pico mas intenso; a) Lippia 0., b) Thymus v. y ¢) Rosmarinus o.

Tabla 6. Concentraciones (% p/p) de principales metabolitos en aceites esenciales (Raman)

Timol  Carvacrol p-Cimeno y-Terpineno 1,8-Cineol Alcanfor

Aceite esencial
(% p/p) (% p/p) (% p/p) (% p/p) (% plp) (% plp)

Lippia o. 47,8 26,3 12,1 11.2 Np* Np”
Thymus v. 35,6 Nd™ 22,7 10.1 Nd™ Nd™
Rosmarinus o. Np” Np” Nd™ Nd™ 49.1

Nota: “ No presencia del metabolito. “"No detectable el metabolito por Raman.

Las concentraciones obtenidas por Raman fueron muy similares a las obtenidas por
GC/MS como se muestra en la tabla 7; el margen de error fue menor a 3% en los metabolitos de
mayor concentracion y en los de menor concentracion el porcentaje de error fue mayor (<7,5%),
por lo cual la variacion era aceptable para la caracterizacién de metabolitos principales en los
aceites esenciales. Algunos metabolitos no se detectaron por Raman por sus bajas

concentraciones (carvacrol - p-cimeno - 1,8-cineol <6% y y-terpineno <9%).
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Tabla 7. Concentraciones (% p/p) de los principales metabolitos por GC/MS y Raman.

48

Metabolit GC/MS Raman % GC/MS Raman % GC/MS Raman %
etabolito
(Lob) (LoY) Error (TV?) (Tv®) Error (Ro0®) (Ro®  Error
Timol
46,9 47,8 1,9 35,5 35,6 0,3 Nd* Nd® -
(% p/p)
Carvacrol
27,0 26,3 2,6 2,7 Nd® - Nd* Nd® -
(% p/p)
p- Cimeno
11,4 12,1 6,1 22,3 22,7 1,8 4,8 Nd® -
(% p/p)
y-terpineno
10,8 11,2 3,7 9,4 10,1 7,4 6,6 Nd® -
(% p/p)
1,8-Cineol +
Alcanfor Nd* Nd® - 2,4 Nd® - 49,5 49,1 0,8
(% p/p)

Nota: Lippia origanoides. 2Thymus vulgaris. *Rosmarinus officinalis. “No detectable por

GC/MS. °No detectable por Raman.

4.2 Caracterizacion de la fase oleosa

El analisis por espectroscopia Raman de la mezcla final de aceites esenciales

(Rosmarinus 0. 10% - Lippia 0. 80% - Thymus v. 10%) dejé como resultado el espectro de la

figura 14;

las intensidades obtenidas en

las frecuencias de vibracién molecular mas

caracteristicas de los metabolitos mayoritarios y sus respectivas concentraciones al resolver las

ecuaciones 1 a 5 se especifican en la tabla 8.
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Figura 14. Espectro Raman de la mezcla de aceites esenciales.

Nota: Espectro promedio del pico mas intenso (100 Scans-1800 mseg-300 W).

Tabla 8. Intensidades y concentraciones (% p/p) de metabolitos mayoritarios (Raman) de la

mezcla de aceites esenciales (Rosmarinus 0. 10% - Lippia 0. 80% - Thymus v. 10%).

) Intensidad Intensidad Intensidad Intensidad Concentracion
Metabolito .
1 2 3 promedio (% p/p)

Timol (737 cm™) 1239 1245 1225 1236 + 10 39,7

Carvacrol (757 cm™) 805 781 815 775+ 17 20,2

p-Cimeno (803 cm't) 430 398 421 416 + 17 11,9

y-Terpineno (1701cm™) 298 337 325 320+ 20 10,7
1,8-Cineol (650 cm™)

495 482 465 481 + 15 4,1

Alcanfor (650 cm™)

La mezcla de aceites esenciales o fase oleosa mostro picos caracteristicos del timol

(737.3 y 1264.3 cm™), carvacrol (757.0 “solapado”, 1453.6 y 1617.6 cm™), p-cimeno (803 cm™),

y-terpineno (1698.9 cm™) y alcanfor + 1,8 cineol (648.5 cm™) arrojando concentraciones (Co)

muy similares a los obtenidos tedricamente como se muestra en la tabla 9. El margen de error es

menor a 7,5% en los metabolitos de mayor concentracion y en los de menor concentracion (1,8-
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cineol + alcanfor) el porcentaje de error es mayor a 10%, esto se debe a que el método
espectroscopico no es aceptable para cuantificar metabolitos con concentraciones <10%.
Tabla 9. Concentraciones (% p/p) en la mezcla de aceites esenciales (Rosmarinus 0. 10% -

Lippia 0. 80% - Thymus v. 10%) por espectroscopia Raman vs concentracion teorica.

) Co tedrico” Co Raman
Metabolito % Error
(% p/p) (% p/p)

Timol (737 cm™) 41,0 39,7 3,2
Carvacrol (757 cm™) 21,8 20,2 7,3
p-Cimeno (803 cm?) 11,8 11,9 0,8

y-Terpineno (1701 cm™) 10,2 10,7 4,9
1,8-Cineol (650 cm™) +
4,9 4,1 16,3

Alcanfor (650 cm™)

Nota: “Concentraciones obtenidas con base en la Tabla 3 (GC/MS) y los porcentajes de inclusion

de los aceites esenciales en la mezcla (fase oleosa).

4.3 Estabilidad cinética de emulsiones.

Se obtuvieron emulsiones o/w con diferentes dias de estabilidad (estabilidad cinética),
esta propiedad depende de las caracteristicas quimicas y fisicas de los componentes que
conforman el sistema, de sus composiciones y del proceso de elaboracion y esto se debe a que
cada tipo de emulsificante o estabilizante otorgan diferentes caracteristicas a la emulsién. La
inestabilidad se presentd con la separacion de fases o presencia de gotas del aceite esencial en la
superficie; se logrd observar la variacion de la estabilidad a través del tiempo midiendo algunas
propiedades fisicoquimicas (pH, densidad, viscosidad) y organolépticas (apariencia y color), las
cuales estaban relacionadas con las interacciones electrostaticas de los diferentes componentes

de la emulsion.
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4.3.1 Propiedades fisicoquimicas - organolépticas de emulsificantes y fase oleosa

o1

Las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de los aceites esenciales (fase oleosa) y

los emulsificantes se reportan en la tabla 10.

Tabla 10. Propiedades de emulsificantes y fase oleosa

. Densidad  Viscosidad cSt o
Compuesto HLB pH Color Apariencia
(g/ml) (mm?/seq)
) 549+ 0,936+ Amarillo Liquido
Aceite vegetal 7,0 48,540 + 0,048
0,01 0,000 claro oleoso
9,08+ 1,084z ] Liquido
Tween 80 15,0 415,353 + 0,042 Café claro )
0,01 0,001 VISCOSO
789+ 1,113+ Amarillo Liquido
Tween 20 16,7 338,175 £ 0,019
0,01 0,001 pardo oleoso
Lippia 452+ 0,952+ Amarillo Liquido
. . - 6,176 + 0,039
origanoides 0,02 0,001 claro oleoso
Thymus 526+ 0,924+ Amarillo Liquido
: - 3,252 £ 0,041
vulgaris 0,05 0,001 pardo oleoso
Rosmarinus 509+ 0,920+ Amarillo Liquido
S - 4,837 £ 0,048 _
officinalis 0,01 0,001 traslucido oleoso
498+ 0,948+ Amarillo Liquido
Fase oleosa - 5,867 + 0,034
0,01 0,001 claro oleoso
735+ 1,005+
Agua - 0,879 £ 0,023 Incoloro Inodoro
0,01 0,003

Nota: “Valores tomados de Aranberri et al., 2006.

El aceite vegetal, y los tween 80 y 20 son tensoactivos de tipo emulsificante con

diferentes valores de HLB, este valor representa las proporciones relativas de los componentes

hidrofilos y lipdfilos de la molécula y nos indica que una barrera interfacial hidréfila favorece las
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emulsiones o/w, mientras que una barrera interfacial lipofila favorece las emulsiones w/o
(Aramberri et al., 2006). Estos también presentan viscosidades mayores a la fase oleosa y fase
acuosa aportando al sistema una barrera fisica al contacto y coalescencia de las gotas de aceite
esencial dispersas (Moreno, 2013; Garcia et al., 2017).

4.3.2 Emulsiones - unico emulsificante

Las composiciones de la fase oleosa, fase acuosa y emulsificante de todas las
formulaciones preparadas (punto 3.4.2) se especifican en el Apéndice G; el valor HLB se calcul6
con base en la ecuacion de Griffin (HLB = HLBAa X fa + HLB x fg).

Las emulsiones preparadas con aceite vegetal tuvieron los menores tiempos de
estabilidad, estas presentaron separacion de fases al cabo de 1 y 10 minutos; mientras que las
emulsiones con tween 80 y tween 20 presentaron separacion de fases después de 30 minutos en
las menos estables y entre 1 a 20 dias en las de mayor estabilidad (Figura 15). En la tabla 11 se

especifican las formulaciones que se destacaron por su estabilidad.

ke ke 4

N —
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Figura 15. Emulsiones con Unico emulsificante
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Nota: Fotos tomadas 1 hora después de la elaboracién de las respectivas emulsiones; a) aceite

vegetal, (b) tween 80 y (c) tween 20.

Tabla 11. Composicion de emulsiones con mayor estabilidad (Unico emulsificante)

Emulsion Tween 80 Tween 20 Faseoleosa Agua  Agitacién Estabilidad
(Yoplp) (% plp) (Yoplp) (% p/p)  (rpm) (dias)
A 20 0 20 60 1250 15,0 4
B 20 0 20 60 2500 15,0 12
C 30 0 30 40 1250 15,0 1
D 30 0 30 40 2500 15,0 6
E 0 20 20 60 1250 16,7 9
F 0 20 20 60 2500 16,7 20
G 0 20 30 50 1250 16,7 0
H 0 20 30 50 2500 16,7 1

La emulsion F fue la Unica estable durante los 15 dias evaluados y sus parametros se

resumen en la tabla 12, su inestabilidad se presento con la aparicion de gotas en la superficie. Las

emulsiones G, C y H son las menos estables y la separacion de fases se observo en menos de 24

horas; en el caso de las emulsiones A, D, E y B la separacion de fases se observé en 4, 6, 9y 12
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dias, respectivamente. Los resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos y
organolépticos de las emulsiones a través del tiempo se encuentran en el Apéndice H. En la
figura 16 se observa la apariencia de las emulsiones (G, B, D y F) recién preparadas y al

presentar inestabilidad.

_—

Figura 16. Apariencia de emulsiones con unico emulsificante

Nota: a) emulsiones G-B-D-F estables, b) perdida de estabilidad en emulsiones G-B-D-F.

Tabla 12. Emulsion F, parametros fisicoquimicos y organolépticos

Parametro Dia 1l Dia 3 Dia 6 Dia 9
Color Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
pH 5,87 £ 0,07 4,70 £ 0,05 4,13 £0,02 3,95+0,01
Viscosidad ¢St (mm?/seg) 7,722 £0,036 6,174 £0,045 5,054 +0,084 4,783 +0,012
Densidad (g/mL) 1,008 +0,001 1,011+0,001 1,012+0,001 1,014 +0,001
Parametro Dia 12 Dia 15 Dia 20"
Color Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase
pH 3,80£0,01 3,74 £0,01 3,65+ 0,02
Viscosidad ¢St (mm?/seg) 4,593 £ 0,016 4,448 £0,049 4,435+ 0,034
Densidad (g/mL) 1,016 +£ 0,001 1,016 + 0,000 1,017 +0,001

Nota: “Estable durante 20 dias y separacion de fases después de 30 dias.
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En estas emulsiones (Tabla 11) se identificd que la velocidad de agitacion, el HLB del
emulsificante, la proporcion emulsificante - fase oleosa y la concentracion de la fase acuosa
fueron caracteristicas muy importantes para lograr estabilidad cinética.

Las emulsiones preparadas con agitacion a 1250 rpm presentaron mayor inestabilidad que
las emulsiones con agitacion a 2500 rpm, esto se debe a que el sistema debe superar la tension
interfacial que existe entre la fase acuosa y los aceites esenciales para poder formar la emulsién;
cuanto mayor es la tension interfacial, mayor es la energia requerida para dispersar la fase oleosa
en la acuosa (Fernandez, 2006). También una mayor agitacioén disminuye el tamafio de particula
y aumenta su distribucion, esto contribuye a que los aceites esenciales se dispersen de forma més
homogénea en la fase acuosa (Aranberri et al., 2006).

La inestabilidad que presentaron las emulsiones preparadas con aceite vegetal se
relaciona con el HLB lipéfilo (HLB < 8,0) que posee este emulsificante, mientras que las
emulsiones preparadas con tween 20 o tween 80 que poseen un HLB hidréfilo (HLB > 8,0)
tuvieron una mejor estabilidad. Los emulsificantes hidréfilos contribuyen a disminuir la tension
interfacial entre las dos fases actuando directamente en la superficie de contacto entre el agua y
el aceite esencial; el grupo hidrofilo del emulsificante se direcciona hacia el agua y su cadena
lipofila es orientada hacia el aceite esencial, donde se forman micelas o agregados alrededor de
las gotas para lograr una mayor dispersion del aceite esencial y una reduccion en las
interacciones electrostaticas entre las gotas (Fernandez, 2006; Murillo et al., 2013). La mejor
proporcion de emulsificante - aceites esenciales fue 1:1; en emulsiones con la composicion de
aceites esenciales mayor o menor que la de los emulsificantes ocurrié un desbalance de
moléculas hidréfilas o lipofilas, esto hace que las interacciones electrostaticas se incrementen en

la interfase desestabilizando el sistema (Ramirez et al., 2019).
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En este tipo de emulsiones (o/w) la fase acuosa se encontraba en mayor concentracion
que la fase oleosa para lograr una mejor dispersion de la gota, lo que conllevé a una mayor
estabilidad en la emulsion.

4.3.3 Emulsiones - mezcla de emulsificantes

Las composiciones de la fase oleosa, fase acuosa y mezcla de emulsificantes de todas las
formulaciones preparadas (punto 3.4.3) se especifican en el Apéndice I; el valor HLB se calcul6
con base en la ecuacion de Griffin (HLB = HLBAa X fa + HLB x fg).

Las emulsiones preparadas con aceite vegetal junto con otro emulsificante (tween 80 o
20) tuvieron diferentes tiempos de estabilidad, estas presentaron inestabilidad después de 1 dia
en las menos estables y entre 30 a 40 dias en las de mayor estabilidad; mientras que las
emulsiones preparadas con mezclas de tween 80 y tween 20 tuvieron los menores tiempos de
estabilidad, estas presentaron separacion de fases después de 2 horas, pero se destacd una con
maés de 60 dias de estabilidad (Figura 17). En la tabla 13 se especifican 5 formulaciones que se

destacaron por su estabilidad.
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Figura 17. Emulsiones con mezcla de emulsificantes
Nota: Fotos tomadas 1 hora después de la elaboracion de las respectivas emulsiones; aceite

vegetal-tween80 (a), aceite vegetal-tween 20 (b) y tween 20-tween80 (c).

Tabla 13. Composicion de emulsiones con mayor estabilidad (mezclas emulsificantes)

Aceite vegetal Tween80 Tween 20 Faseoleosa  Agua HLEB Estabilidad

Emulsién
(% p/p) (Yoplp) (% plp) (Yoplp) (% plp) (dias)
I 10 20 0 20 50 12,21 20
J 10 0 20 30 40 13,33 30
K 10 0 20 20 50 13,33 9
L 15 0 15 20 50 11,85 40
M 0 15 15 30 40 15,85 62

Nota: Agitacion mecénica con vortex a 2500 rpm.

La inestabilidad de estas emulsiones (Tabla 13) se presento con la aparicion de gotas en
la superficie. Las emulsiones J, L y M fueron estables durante los 30 dias evaluados, pero la
emulsion M se resalto de las deméas porque permanecio estable durante méas de 60 dias y sus
parametros se resumen en la tabla 14; las emulsiones J y L fueron estables por 30 y 40 dias,
mientras que las emulsiones | y K fueron estables durante 20 y 9 dias respectivamente. Los

resultados obtenidos de los pardmetros fisicoquimicos y organolépticos de las emulsiones a
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través del tiempo se encuentran en el Apéndice J. En la figura 18 se observa la apariencia de las

emulsiones (1, J, K, L 'y M) recién preparadas y al presentar inestabilidad.

Figura 18. Apariencia de emulsiones con mezcla de emulsificantes

Nota: a) emulsiones I-J-K-L-M estables, b) perdida de estabilidad en emulsiones I-J-K, ¢)

perdida de estabilidad en emulsiones L-M.

Tabla 14. Emulsion M, parametros fisicoquimicos y organolépticos

Parametro Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dial2 Dial5 Dia20 Dia25

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia lfase 1fase 1fase 1fase 1fase 1fase 1fase  1fase
574+ 486+ 420+ 404 397+ 376 369+ 357+

0,06 0,02 0,05 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01
Viscosidad 73,514 63,577 56,654 53,181 50,107 49,643 46,843 43,901
¢St (mm?/seg) +0,018 +0,023 +0,034 +0,019 0,007 +0,035 +0,041 +0,027

Densidad 0985+ 0,986+ 0,987+ 0988+ 0,990+ 0991+ 0,992+ 0,993+

(g/mL) 0,001 0,001 0,000 0000 0001 0,001 0,001 0,001

pH
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Parametro Dia30 Dia35" Dia40" Dia45" Dia50" Dia55" Dia60"

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

Apariencia 1 fase lfase 1fase 1fase 1fase 1lfase 1fase
350+ 344+ 343+ 342+ 340+ 341+ 340%

0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,02 0,02

Viscosidad cSt 42,674 42,412 42,101 41,435 41,462 41,225 41,101
(mm?/seg) +0,022 +0,023 +0,016 +0,026 0,026 +0,023 +0,025
Densidad 0994+ 0995+ 099+ 0997+ 0,998+ 0,998+ 0,998+
(9/mL) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000

Nota: “Estable durante 62 dias y separacion de fases después de 80 dias.

pH

Estas emulsiones (Tabla 13) fueron preparadas con una mayor concentracion de
emulsificante para lograr dispersar una mayor cantidad de aceites esenciales y esto se reflejo en
una mayor estabilidad cinética, también el sistema necesité de un HLB=15,85 (tween 20 — tween
80) para formar agregados mas estables. Se ratificd que la velocidad de agitacion a 2500 rpm, la
proporcion emulsificante - fase oleosa 1:1 y un HLB mas hidréfilo conllevaron a una mayor
estabilidad cinética. Las emulsiones que presentaron una proporcion de emulsificantes - fase
oleosa 1.5:1 la estabilidad dependia de la mezcla de emulsificantes; un menor HLB conllevo a
una mayor estabilidad cinética (42 dias), mientras que un HLB mayor proporcion6 menor
estabilidad (9 dias), esto se puede interpretar en que a mayor composicion de emulsificantes el
sistema necesitaba una barrera interfacial menos hidréfila para la formacion de agregados mas
estables alrededor de la gota.

4.3.4 Propiedades fisicoquimicas - organolépticas de estabilizantes
Las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de los estabilizantes se reportan en la

tabla 15.



EMULSION ESTABLE DE ACEITES ESENCIALES EN AGUA 60

Tabla 15. Propiedades de estabilizantes

Estabilizante  Densidad (g/ml) Humedad (% p/p) Color Apariencia

CMC 0,710 +£ 0,011 11,98 + 0,05 Blanco Polvo
Maltodextrina 0,586 + 0,023 9,31 +£0,03 Blanco Polvo
Pectina 0,959 + 0,005 9,97 £0,03 Beige Polvo

4.3.5 Emulsiones - estabilizantes

Las emulsiones preparadas con carboximetilcelulosa (CMC) (punto 3.4.5) fueron las méas
dificiles de mezclar; con la CMC al 1% se presentd separacion de fases después de 3 dias, pero al
0,25 y 0,5% presentaron inestabilidad con aparicion de gotas en la superficie después de 80 dias
(emulsiones con mayor estabilidad). Las emulsiones preparadas con pectina y maltodextrina
presentaron inestabilidad al cabo de 2 a 70 dias; la emulsion con pectina 1% fue la menos estable
(2 dias — separacion de fases), mientras que los sistemas con maltodextrina presentaron
inestabilidad después de 50 dias (gotas de aceite en la superficie). En la figura 19 se observan las
emulsiones preparadas con los diferentes estabilizantes y en la tabla 16 se especifican las

formulaciones que se destacaron por presentar una estabilidad mayor a 40 dias.

Figura 19. Emulsiones con estabilizantes

Nota: Fotos tomadas 1 dia después de la elaboracion de las respectivas emulsiones.
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Tabla 16. Composicion de emulsiones con mayor estabilidad (estabilizantes)

CMC Maltodextrina Pectina  Estabilidad

Emulsién
(% p/p) (% p/p) (% p/p) (dias)
N 0 0 0,25 43
o) 0 0 0,5 51
P 0 0,25 0 56
Q 0 0,5 0 77
R 0 1,0 0 65
S 0,25 0 0 104
T 0,5 0 0 82

Nota: CMC 1% - 3 dias estable, pectina 1% - 2 dias estable.

La emulsion S fue la Unica estable durante los 90 dias evaluados y sus parametros
fisicogquimicos y organolépticos obtenidos a traves del tiempo se resumen en la tabla 17; los
resultados de los parametros de las demas emulsiones se encuentran en el Apéndice K. En la

figura 20 se observa la apariencia de las emulsiones (N, O, P, Q, R, Sy T) recién preparadas y al

presentar inestabilidad.

Figura 20. Apariencia de emulsiones con estabilizantes
Nota: a) emulsiones estables - dia 10), b) emulsiones estables Q, R, Sy T - dia 60, ¢) emulsién

estable S - dia 90.
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Tabla 17. Emulsion S, parametros fisicoquimicos y organolépticos
Parametro Dial Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia40 Dia50 Dia60
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco  Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
591+ 578 + 545+ 537+ 519+ 507+ 498+
PH 0,05 0,01 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02
Viscosidad 984,652 836,947 778,366 747,245 732,214 721,278 685,248
cSt (mm?/seg) +0,027 +0,030 +0,028 +0,024 +0,061 +0,024 +0,023
Densidad 0975+ 0976+ 0976+ 0977+ 0977+ 0978+ 0,978+
(9/mL) 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Parametro Dia 70 Dia 80 Dia 90 Dia 100"
Color Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
pH 4,81 +0,02 4,81+0,02 4,79+0,01 4,80+ 0,01
Viscosidad cSt 659,165 + 638,745 623,182 = 614,857 =
(mm?/seg) 0,021 0,022 0,031 0,033
Densidad (g/mL) 0,978 £0,001 0,979+0,001 0,979+0,001 0,979 +£0,001

Nota: “Estable durante 104 dias y separacion de fases después de 130 dias.

Los aditivos fueron de gran aporte en algunos casos para aumentar la estabilidad cinética,

estos ocasionaron un incremento en algunas propiedades como la viscosidad y el pH. La

carboximetilcelulosa (CMC) incrementd la viscosidad entre 13 a 25 veces, mientras que no se

observo un incremento significativo en el pH (<0,35 unidades); la maltodextrina y la pectina

incrementaron la viscosidad entre 1,0 a 1,6 y 2,2 a 3,4 veces, respectivamente. Tambien se

observo un incremento significativo en el pH de por lo menos 1 unidad en ambos sistemas. El

aumento de la viscosidad restringe la movilidad de las gotas de la fase dispersa y las colisiones
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entre ellas (menor interacciones intermoleculares), esto dificulta o retrasa la coalescencia de las
gotas (Moreno, 2013; Amado, 2016). EI pH también influye en las interacciones que se generan
entre todos los componentes del sistema, un pH a valores bajos la tendencia es a formar
emulsiones o/w, por el contrario, a valores altos la tendencia es a formar emulsiones w/o
(Guzman, 2018).

La CMC fue el aditivo que aportd mejor estabilidad cinética y la elaboracion de estas
emulsiones se realiz6 por pasos para mejorar la dispersion, debido a que la agitacion necesitaba
maés fuerza con mayor concentracion de CMC por el aumento significativo de la viscosidad; la
emulsion al 1% no se homogeneizé de la mejor forma y esto se reflejé en una menor estabilidad.
El pH también influye en la estabilidad de este viscosante; un rango de pH entre 4 y 10 es
apropiado y valores mayores o menores a este intervalo pueden ocasionar menor estabilidad
(Fulay Prieto, 2008). Este aditivo posee dos indicadores que caracterizan su calidad:

1. Grado de sustituciéon (DS); se refiere a las conexiones que presenta cada unidad de
celulosa (el nimero promedio de grupos), donde un DS> 0,8 tiene buena resistencia al acido y a
las sales (no se precipitan), lo que otorga mayor estabilidad en emulsiones o/w (Fula y Prieto,
2008).

2. El grado de polimerizacion se relaciona con la longitud de la cadena de celulosa; una

cadena larga de celulosas posee una mayor viscosidad (Fula y Prieto, 2008).

La mejor concentracion de maltodextrina (MDX) como aditivo estabilizante fue al 0,5%,
con la que se obtuvo 77 dias de estabilidad. Una concentracion menor (0,25%) no aporté un
incremento significativo en la viscosidad y disminuy0 la estabilidad de la emulsion original (56

dias), esto puede ser por interacciones electrostaticas (incremento significativo del pH)
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producidas por la MDX con los componentes de la emulsion; mientras que una concentracion
mayor de MDX (1%) aumentd significativamente la viscosidad otorgando una mejor estabilidad
(65 dias).

Las emulsiones preparadas con pectina presentaron la menor estabilidad (2 a 51 dias),
esto se debe a que las pectinas a pH por encima de 4,0 se inestabilizan por su interaccién con las
cargas de los agregados, pueden perder grupos metoxilo e hidrolizarse afectando negativamente
su viscosidad y estabilidad; el grado de esterificacion y las propiedades reoldgicas en funcion del
pH influyen en la estabilizacion de emulsiones o/w (Torres et al., 2014).

4.3.6 Propiedades fisicoquimicas y organolépticas a través del tiempo

Se observo (Apéndice H, Apéndice J y Apéndice K) la variacién de algunas propiedades
a través del tiempo; por ejemplo, la densidad tuvo un pequefio incremento, mientras que el pH 'y
la viscosidad disminuyeron hasta presentar inestabilidad el sistema; también se observaron
cambios en la apariencia (homogeneidad) y el color. Las variaciones ocurrieron en todas las
emulsiones y se identificaron mejor en las emulsiones F, My S (Tablas 12, 14 y 17) por ser las
de mayor estabilidad cinética en sus respectivos grupos.

Las emulsiones F, M y S tuvieron valores de pH inicialmente de 5.87, 5.74 y 5.91
respectivamente, las cuales son ideales para la elaboracion de emulsiones o/w (Guzman, 2018),
también cabe resaltar que las emulsiones mas homogeneas (A hasta T) presentaron valores de pH
entre 5,0 a 7,5. La reduccidon del pH a través del tiempo se puede atribuir a un incremento de las
interacciones electrostaticas entre las diferentes moléculas; en la figura 21 se puede observar que
al aumentar la estabilidad de la emulsion se redujo el grado de variacion del pH, por consiguiente

se disminuyeron las interacciones electrostaticas.
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Emulsion F (tween 20-aceites esenciales 1:1) Emulsion M (tween 20-tween 80-aceites esenciales 1:1:2)
7,00 7.00
6,00 6,00
5,00 5,00
i 4,00 - 4,00
23,00 23,00
2,00 2,00
1,00 1,00
0,00 0,00
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Figura 21. Variacion del pH a través del tiempo

Nota: Variacion de pH en las emulsiones mas estables de cada grupo.

La viscosidad es una de las propiedades mas relevantes en la estabilidad de emulsiones
(Moreno, 2013; Amado, 2016). La viscosidad cinematica en las emulsiones F, M y S fueron
inicialmente de 7,722, 73,514 y 984,652 cSt, respectivamente. También cabe resaltar que las
emulsiones mas homogéneas (A hasta T) presentaron valores de viscosidad entre 7,600 y 1900
cSt; esta propiedad dependia del tipo y composicion de emulsificante, pero principalmente del
tipo y composicion del estabilizante. La disminucion de la viscosidad a través del tiempo como

se observa en la figura 22 se relaciona con el incremento de las interacciones entre las gotas
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dispersas porque estas aumentaron su movilidad, también se puede observar que al aumentar la
estabilidad de la emulsién se redujo el grado de variacion de esta propiedad. Las interacciones
también influyeron en el pequefio incremento que se observo en la densidad, debido al aumento

de la presion interna en el sistema por el aumento de las colisiones entre las gotas.

Emulsion F (tween 20-aceites esenciales 1:1) Emulsion M (tween 20-tween 80-aceites esenciales 1:1:2)

9 80
8 70
a7 7 60
e =50
g o ° g 40 T ———o—o—0
g0
2, £ 0
1 10
0 0
0 5 10 15 20 0 10 20 30 40 50 60
Dia Dia
Emulsion S (tween 20-tween 80-aceites esenciales 1:1:2 y CMC
0,25%)
1200
= 1000
[72]
<800 \\\M
< 600
S 400
” 200
0
0 20 40 60 80 100
Dia

Figura 22. Variacion de la viscosidad a través del tiempo

Nota: Variacion de viscosidad cinética en las emulsiones mas estables de cada grupo.

La homogeneidad y el color fueron parametros importantes para observar la inestabilidad,
por ejemplo, en las emulsiones menos estables se observo la separacion de fases (Figura 23-b),

este es un mecanismo de inestabilidad desencadenado de la coalescencia o fusion de las gotas del
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aceite esencial por el incremento de la tension interfacial; la coalescencia es considerada un
mecanismo irreversible (Aranberri et al., 2006). En las emulsiones mas estables se observo que
las gotas del aceite esencial se empezaron a concentrar en la superficie (Figura 23-a) por tener
menor densidad que la de la fase acuosa, este es un mecanismo de inestabilidad reversible
denominado cremado que depende de la viscosidad y de las interacciones electrostaticas
(Fernandez, 2006). Las emulsiones A hasta T fueron agitadas manualmente durante 10 segundos
después de presentar inestabilidad, donde se observé que las emulsiones con mecanismo de
inestabilidad “cremado” presentaron tiempos de estabilidad mayores que las emulsiones con
separacion de fases; por ejemplo, la emulsion S fue estable por 20 dias mas (gotas de aceite en la
superficie) después de agitacién manual, mientras que la emulsion B fue estable por menos de 12

horas (separacion de fases).

Figura 23. Mecanismos de inestabilidad

Nota: a) gotas de aceite en la superficie “cremado” y b) separacion de fases.

4.3.7 Propiedades de la fase oleosa
A todas las emulsiones con estabilizantes (Tabla 16) se les realizé hidrodestilacion en el
dia 1 y se obtuvieron resultados entre 29 a 30% en concentraciones de aceite esencial. La

determinacion de la concentracion de aceites esenciales presentes en la emulsion S arrojo los
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siguientes resultados: Dia 1; 29,3 + 0,6% p/p - Dia 104; 29,1 £ 0,2% p/p - Dia 130; 28,3 £ 0,6%
p/p - Dia 150; 25,1 + 0,5% p/p. En la figura 24 se especifican los espectros obtenidos de las
respectivas extracciones, donde se observa la disminucién del pico més caracteristico del timol

(737 cm™) y carvacrol (757 cm™) a través del tiempo.
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Figura 24. Espectros Raman fase oleosa de la emulsion S
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Los aceites esenciales se caracterizan por estar compuestos de metabolitos de bajo peso
molecular y altamente voldatiles, es por esto que se evaporan con mayor facilidad a condiciones
ambientales (Stashenko, 2009). Se logré identificar que la hidrodestilacién (Norma NTC 440) es
una técnica sencilla y rapida para conocer la cantidad de aceite esencial en una emulsion o/w. La
concentracion de aceites esenciales en la emulsion S durante estabilidad (dia 1 a 104) no
presentd una variacion significativa, luego de la aparicion de gotas en la superficie y hasta
separacion de fases (dia 104 a 130) hubo una disminucion de 3,41% p/p, pero la mayor
disminucion se presentd luego de la separacion de fases (dia 130 a 150) con un 14,33% p/p de
perdida; estos resultados se deben a que las emulsiones estables protegieron a los aceites
esenciales manteniéndolos dispersos homogéneamente y evitando que se volatilizaran. Las
emulsiones cinéticamente estables son un tipo de encapsulacion que prolonga la cantidad y
actividad de los aceites esenciales, también los protegen de las diferentes condiciones
ambientales (Briones, 2017; Favaro y Pinho, 2006).

La concentracion de los principales metabolitos (timol y carvacrol) en la emulsion S
durante estabilidad (dia 1 a 104) tuvieron una reduccion en la intensidad de pico de 3,83%, una
reduccion del 11,39% cuando presentd inestabilidad (dia 104 a 130) y una reduccion de 28,52%
entre el dia 130 a 150. Estos resultados ratifican el hecho de que las emulsiones protegieron en
gran medida al aceite esencial de cualquier tipo de degradacion; la disminucién en la intensidad

del pico se pudo presentar por oxidacion debido a las condiciones ambientales.
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5. Conclusiones

Se desarroll6 una metodologia para la fabricacion de emulsiones o/w (aceite esencial en
agua) con una estabilidad cinética mayor a 3 meses. La formulacion implica una mezcla de
aceites esenciales (Lippia 0. - Thymus v. - Rosmarinus o. 8:1:1) 30% p/p, mezcla de
emulsificantes (tween 20 - tween 80 1:1) 30% p/p y agua 39,75% p/p con agitacién Vortex
durante 1 minuto a 2500 rpm; al final se adiciona la carboximetilcelulosa 0,25% p/p vy
nuevamente agitacion con Vortex durante 1 minuto a 2500 rpm.

La espectroscopia Raman es un método rapido para la identificacién de los principales
metabolitos que componen a los aceites esenciales; pero la composicién porcentual de los
metabolitos debe ser mayor a 10% p/p para ser caracterizados por el método espectroscopico con
resultados aceptables.

De las emulsiones preparadas, la fase oleosa estd compuesta principalmente de timol,
carvacrol, p-cimeno, vy-terpineno, alcanfor y 1,8-cineol; la mezcla posee propiedades
fisicoquimicas y organolépticas que depende de las concentraciones de cada metabolito en los
respectivos aceites esenciales.

El balance hidrofilo-lipofilo es un método que ayuda a estimar el tipo y la concentracion
Optima de emulsificantes, con el fin de obtener una barrera interfacial que favorezca la dispersion
de la fase oleosa (formacion de agregados) y otorgue estabilidad cinética en la emulsion.

Los emulsificantes tween 20 y tween 80 poseen propiedades fisicoquimicas que aportan
una barrera interfacial hidrofila y logran disminuir las interacciones entre las diferentes fases de
la emulsion o/w. La mezcla tween 20-tween 80 1:1 30% p/p en la emulsion aporta la mejor

estabilidad (HLB= 15,85).



EMULSION ESTABLE DE ACEITES ESENCIALES EN AGUA 71

La proporcion emulsificantes-aceites esenciales 1:1 presenta el mejor balance de
moléculas hidréfilas-lipofilas en emulsiones o/w para la formacion de agregados, esto hace que
las interacciones electrostaticas se disminuyan en la interfase y estabilicen el sistema.

La velocidad de agitacion es un factor importante en el proceso de fabricacion de
emulsiones; el tamafio y distribucion de los agregados dependen de la intensidad de agitacion
suministrada, con mayor agitacion se disminuye el tamafio de los agregados y aumenta su
distribucidon contribuyendo a una mayor estabilidad.

Los compuestos estabilizantes aumentan la viscosidad de la emulsion restringiendo la
movilidad de la fase oleosa y reduciendo las interacciones entre ellas; la viscosidad y estabilidad
de las emulsiones depende de las caracteristicas y concentraciones de los estabilizantes.

El pH influye en la estabilidad y reactividad de las moléculas estabilizantes; la
carboximetilcelulosa es un aditivo con un amplio rango de trabajo (pH 4 — 10) para ser utilizada
en sistemas o/w.

Los mecanismos de inestabilidad en este tipo de emulsiones dependen de los agentes
emulsificantes, estabilizantes y condiciones de preparacion; las emulsiones con mayor
estabilidad presentan inestabilidad “creaming” (proceso reversible) y las menos estables
presentan inestabilidad por coalescencia o agregacion de gotas (procesos irreversibles).

Las propiedades pH, viscosidad, homogeneidad y color se pueden utilizar para identificar
y evaluar la estabilidad cinética en una emulsion o/w; las variaciones de estas propiedades

ayudan a identificar el grado de interaccion entre las diferentes moléculas del sistema.
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6. Recomendaciones

Emulsiones cinéticamente estables de aceites esenciales en agua se pueden seguir
estudiando con diferentes tipos y velocidades de agitacion; la finalidad es reducir el tamafio de la
particula para poder dispersarla en la fase continua, este tamafio debe ser lo mas pequefio posible
para disminuir las interacciones entre las fases y asi evitar la unién de particulas oleosas y
rompimiento de la emulsién. Se pueden realizar estudios del tamafio y morfologia de particulas o
agregados con ayuda de instrumentos méas avanzados como el microscopio electrénico de barrido
(SEM).

Realizar estudios o ensayos (in vitro e in vivo) de la emulsién estable compuesta por la
mezcla de Lippia origanoides, Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis, donde se puedan
determinar las diferentes dosificaciones segin la funcionalidad que se quiera comprobar y asi
poder competir con productos sintéticos en las diferentes areas de la industria pecuaria e incluso

en alimentacion funcional para humanos.
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Concentracion de metabolitos mayoritarios en aceites esenciales quimiotipos timol y 1,8-cineol

Tabla 18. Metabolitos en aceites quimiotipo timol (GC/MS)

Aceite Esencial

Timol (% p/p) Carvacrol (% p/p) p-Cimeno (% p/p) y-Terpineno (% p/p)

© 0O N O O A W DN -

=
o

88
57
53
48
47
43
43
41
35
28

1
1
30
31
27
26
26
6
3
15

1
15
6
8
11
13
14
16
22
11

1
21
1
12
11
14
13
9
10
12

Tabla 19. Metabolitos en aceites quimiotipo 1,8-cineol (GC/MS)

Aceite Esencial

1,8-Cineol (% p/p) Alcanfor (% p/p)

a-Pineno (% p/p)

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

99
79
72
63
54
32
30
24
21
20

0

o O O o

0
1
18
3
3
7
11
29
15
20




EMULSION ESTABLE DE ACEITES ESENCIALES EN AGUA

Apéndice B
Fichas técnicas de emulsificantes

o FICHA TECNICA
,Promitec Aceite Vegetal

1. DESCRIPCION GENERAL
Nombre: Aceite Girasoli
Otros nombres: Aceite de girasol
Formula Quimica o componentes: Extracto del prensado de semillas de girasol
Calidad: Alimenticia.
Descripcion: Girasoli® es un aceite 100% de girasol, filtrado tres veces para eliminar incluso las
impurezas que no se ven, conservando lo bueno y natural. Esto hace de Girasoli® buena fuente de

vitamina E. Ademés, contiene Cmega 6, tiene cero colesterol y es libre de grasas Trans, para que
las familias colombianas puedan llevar a su mesa todo el poder natural del girasol

2. APLICACIONES GENERALES

Ideal como condimento para ensaladas y otros plaillos, para cocinar y freir, mayonesas, bases
para margarina, mantecas vegetales para diferentes usos en panaderfa y reposteria.

3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
Estado Fisico: Liquido Aceitoso y viscose.
Apariencia: Amarillo pélido.
Olor: Caracteristico.
Concentracion: >99%
Punto de Inflamacion: >280°C
Temperatura de autoignicion: >440°C.
Densidad: 0.02 g/mL.

Solubilidad en agua: Insoluble.

Figura 25. Ficha técnica del aceite vegetal

acofarma

‘acotuma etrbuci, SA

FICHAS DE INFORMACION TECNICA

TWEEN

Descripcién: Los Tween® o polisorbatos son ésteres del polioxietilen sorbitano
(sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con 4, 5, 0 20 moles de
oxido de etileno) parcialmente esterificados con &cidos grasos
superiores.

Datos Fisico-Quimicos: ~ Tween-20:

Sinénimos: Polisorbato 20. Polioxietilen 20 sorbitan monolaurato.
Sorbimacrogol laurato 300. E-432.

INCI: Polysorbate - 20.

Descripcion: Liquido oleoso, amarillo o amarillo pardusco, limpido o
ligeramente opalescente. Soluble en agua etanol anhidro, acetato de
etilo y metanol. Practicamente insoluble en aceites grasos y en
parafina liquida. Densidad: aprox. 1,10 g/ml. HLB: 16,7.

Férmula Molecular: CsgHy14026
Peso Molecular: 1227,5
Tween-60:

Sinénimos: Polisorbato 60. Polioxietilen 20 sorbitan monoestearato.
Sorbimacrogol estearato 300. E-435.

INCI: Polysorbate - 60.

Figura 26. Ficha técnica del tween 20
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/I.Al"lDIna' | Technical Data Sheet/ Ficha Técnica

O INGREGIENTS & ADDITIVES

MOISHCIOI, (OGO

IDENTIFICACION = - D——
Sumstwereyes =20

Producto: Polisorbato 80

Nombre comercial: Tween 80, Monebat 80

Nombre IUPAC: N de ioxietil {20

Formula quimica: CeaH124028

CAS:

EINECS: 500-019-9

FEMA: 2017

Aditivo alimentario: E 433

D Es un p i de la ion del i y su
posterior monoesterfificacién con acido oleico. Los grupos hidréfilos de este
tensoactivo no iénico son los poliéteres, con un total de 20 éxidos de etileno por
molécula. Ademas es un emulsificante, tiene accidon protectora y emoliente,
permitiendo que sea usado en diferentes aplicaciones.

Aplicaciones: Utilizado como aditivo alimenticio con accién detergente: Emulsiona
y disuelve las grasas. También es di: i te, L . b
i sticos

para y pr
insecticidas, desengrasantes de cuero y productos veterinarios

PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Apariencia Liquido viscoso aceitoso claro
Color Amarillo a café claro

Olor uave

Peso molecular 1311.7 g/mol

indice de acidez 2.0 max. mg KOH/g

indice de Saponificacion 45 — 55 mg KOH/g

indice de Hidroxilo 65 — 80 mg KOH/g

Figura 27. Ficha técnica del tween 80
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Apéndice C

Fichas técnicas de estabilizantes

FICHA TECNICA
CMC ESPESANTE GRADO ALIMENTICIO

GT-F-40
Fecha: 01/08/2011

1.

Versi6n: 01 : 1 de 1

DESCRIPCION GENERAL

Sédica.

lulosa, CMC,
CsHsOCH.COONa
N.A.

de celulosa.

Figura 28. Ficha técnica de la CMC

| @ Promitec |

FICHA TECNICA DE
FTEC

MATERIA PRIMA
-CC-15-2

NOMBRE DEL PRODUCTO

Mailtodextrina

DESCRIPCION DEL

Es una mezcla de polimeros de glucosa que
aparecen como resultado de la hidrdlisis del
almidén. Normalmente se presenta

ELABORACION

PRODUCTO comercialmente como un poivo blanco formado
por una mezcla de varios oligomeros de glucosa.
los cuales contienen de 5 a 10 uni

LUGAR DE Calle 60 No.16-28 Bodega 9

La Esmeralda - Giron

COMPOSICION
NUTRICIONAL

99 % de pureza

PRESENTACION Y
EMPAQUES
COMERCIALES

Bulto de 25 Kg de papel kraf

CARACTERISTICAS
ORGANOLEPTICAS

Color: blanco
Olor: inodoro
Sabor: Dulce
Textura: polvo voluminoso

FISICOQUIMICO

MAX. 6 %
15-22

MICROBIOLOGICO

HUEMDAD (%)
Equi
de dextrosa

Mesofilos aerobios UFC/ gr

10x10~

Escherichia coli Ausencia/
Presencia

Ausencia

Coliformes totales UFC/ gr

10x10°

Mohos y
Levaduras UFC/ gr

10x10°

[A7P Saimonelia spp
Ausencia/Presencia

Ausencia

REQUISITOS MINIMOS Y
NORMATIVIDAD

“Los valores de referencia se basan en la NTC 2107 asmento
completo para aves y NTC 1839 alimento completo para cerdos.g

CONSIDERACIONES
P, EL
ALMACENAMIENTO

En ambiente seco, recipiente cerrado o lacrado y
protegido de luz.

VIDA UTIL ESTIMADA

24 meses

Figura 29. Ficha técnica de la maltodextrina
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TECNICA DE PRODUCTO

NOMBRE DEL PRODUCTO

Pectina

DESCRIPCION DEL
PRODUCTO

Polvo fino, de color amarillento a café claro,
practicamente inodoro, de sabor dulce agradable.
gSe obtiene a partir del mesocarpio (porcién
blanca de la corteza) Otras fuentes de pectina son
Ia guayaba, el platano, la pera, el durazno y en las
zanahorias; utilizando como absorbente intestinal

LUGAR DE
ELABORACION

Glorieta aeropuerto Jose Maria Cordova
300 mts autopista Medellin — Bogota,
Centro Ciudad Karga Fase Il. Bodega 120

COMPOSICION
NUTRICIONAL

PRESENTACION Y
EMPAQUES
COMERCIALES

Bulto de 25 Kg de papel Kraf

CARACTERISTICAS
ORGANOLEPTICAS

Color: blanco, café claro
Olor: caracteristico
Sabor: Caracteristico
Textura: polvo fino

ic
HUEMDAD (%) MAX. 12%

Mesofilos

Mohos y

A/P Salmonel
Ausencia/

ICROBIOLOGICO
robios UFC/ gr 10x10%
Escherichia coli Ausencia/ Ausencia
ncia
Coliformes totales UFC/ gr 10x10*
10x10*
Levaduras UFC/ gr
spp Ausencia

sencia
REQUISITOS MINIMOS Y
NORMATIVIDAD

“Los valores de referencia se basan en la NTC 2107 almento
completo para aves y NTC 1839 alimento completo para cerdos.g

CONSIDERACIONES
PARA EL
ALMACENAMIENTO

Guarde en un envase cerrado herméticamente,
almacene en un area Fresca, seca y bien
ventilada.

Figura 30. Ficha técnica de la pectina
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Apéndice D
Norma técnica Colombiana NTC 440 (Productos alimenticios - métodos de ensayo - 3.13

Determinacion del contenido de aceite esencial)

212 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACEITE ESENCIAL

2.12.1 Aparatos NORMA TECNICA COLOMBIANA  NTC 440
Se emplea una frampa de aceite modificada, conectada a un balén de fondo redondo de 2 000 ml,
con una conexion apropiada y equipada con un condensador de reflujo enfriado por agua 2.12.2 Procedimiento

(véase la Figura 2).

Se coloca 1| de muestra en el matraz y se agregan perlas de vidrio para regular la ebullicion.
Se llena con agua la trampa separadora de aceite, se conecta con el mafraz y el condensador y
se hierve durante 1 h. Se retira la fuente calorifica y se deja en reposo durante varios minutos.
Se escurre suficientemente el agua del condensador y de la trampa para permitir que la capa
de aceite llegue a la porcion graduada de la trampa; se deja por lo menos durante 5 min para
completar el escurrido y se mide la canfidad de aceite desde el fondo del menisco inferior hasta
|a parte mas alta del menisco superior.

2.12.3 Calculos

El contenido de aceite esencial se calcula de la siguiente manera:

Aceite esencial mLA = ';} x 100
Figura 2 Donde:
V;=  volumen de aceite esencial segun la lectura, en mililitros
V= volumen de la muestra, en mililitros
19

Figura 31. Procedimiento NTC 440

Nota: Se requieren 5g de emulsion y 100 g de agua; medicion por triplicado.

Figura 32. Materiales NTC 440

Nota: Técnica de hidrodestilacion para la extraccion de aceites esenciales.
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Apéndice E

Identificacion presuntiva y cantidad relativa (%) de los aceites esenciales por GC/MS

LABORATCRIO DE CROMATOGRAFIA Y CEDIGD: C-FSE- 1
ESPECTROMETRIA DE MASAS | ——
UNIVERSIDAD INDUSTAL OF SANTANDER VERSION: 04
INFORME DE RESULTADOS
Cédigo: 990881-Al

Pégine 4 de 12

Tabla 2. Identificacién presuntiva, tiempos de retencidn (tx) y cantidad relativa (%) de los
componentes  presentss  en e aceite  esencial  enviado por el  cliente
PROMOTORA DE INNOVACION EN BIOTECNOLOGIA S.A.S — PROMITEC y analizado por
GC/MS (full scan).

Cantidad relativa, %
b o

min  Identificacion tentativa 990881-02-A1 _
ACEITE ESENCIAL Lippia ariganoides
(GA/LOE/139)
15,93 o-Tujeno 0,1
1630 o-Pineno 04
16,74 Tuja-2,4(10)-dienc i
16,97  c-Fencheno o
17,06  Canfeno o o
1832 @-Pineno o 14 B
18,69 B-Mirceno 03
19,52 a-Felandreno r
19,62  A*-Careno I's
19,98  o-Terpineno oz
2043 pCmeno 11,4
20,55  Limoneno 0,2
20,64 [-Felandreno 02
21,86  y-Terpinenc 10,8
22,67 Terpindleno o
23,07 pCimeneno o
27,00 Mentol 0,1
27,53 trans4-Caranona "
29,88  Carvona o -
30,24  CyHu0, monoterpeno oxigenado i 0,1
30,38 CigHsO, monoterpeno oxigenado 05
30,96 Timol 46,9
31,33 Carvacrol 27,0
TT3L,54 CuHisO, monoterpeno axigenado 01 T

Figura 33. Composicion del aceite esencial de Lippia origanoides.

LABORATORIO DE GROMATOGRAFIA Y CODIGO: CM-FSE-12 0 A
(00 TR e ESPEGTROMETRIA DE MASAS LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y CODIGO: CM-FSE-12
froon CANVERSIOAD NEUSTRAL DE SANTAIOER veRsIoN: 04 100 TR et ESPECTROMETRIA DE MASAS
MASS INFORME DE RESULTADOS . 1 UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER VERSION: 04
— R MaSS S INFORWE DE RESULTADOS man
Tabla 1. Identificacién presuntiva, tiempos de retencién (tz) y cantidad relativa (%) de los Codigo: 991689 Al s & de
componentes presentes en el aceite esencial enviade por por el diente PROMOTORA DE —
INNOVACION EN BIOTECNOLOGIA S.A.S — PROMITEC y analizado por GG/MS (7l scar).
Tabla 1. Continuacion.
Cantidad relativa, %o
e, S . _Contidad relativa, %
min Identificacion tentativa . I991639‘$1 A“I — Cantidad relativa, %
ceite esencial Tomillo Tr- t o ! _Anicad AT, o
53 2-Metibumnoato do metio o1 mniJn Identificacién tentativa 991689-01-AT
14,6 a-Tujeno 1,0 Aceite asancial Tomillo Ti-2
14,9 Pil 1,1 r .
= 27,0 Timil metl éter 6
15,6 Canfeno 0,8
169  p-Pineno 03 27,4 Carvacril metil éter 14
171 Octlen3d 0.8 282  Geraniol 03
17,3 B-Mirceno 1,3
178 Octan3-ol 0,1 296  Timol 355
18,1 a-Felandreno 0,2 29,9  Carvacrol 2,7
18,2 A-Can 0,1 -
rene 3,1 Acetato de timilo 02
18,6  a-Terpineno 1,7
19,1  pCimeno 223 32,7  P-Bourbuneno 02
19,2 Limeneno 95 34,1 transp-Cariofileno 47
19,3  1,8-Cineol 1,6 -
204 y-Temineno o 350  Noidentificado 03
20,9  Hidrato de sabineno 1,5 355  Propanoato de geranilo 03
21,5  Terpinoleno 0.1 360 y-Muurdleno 04
22,1 Linalol 3,4
24,1  Alcanfor 0,8 373 y-Cadineno 0,5
251  Borneol 21 374  B-Cadineno 05
253  Terpinen-4-ol 0,8 — -
261 aTerpinedl 02 39,58  Oxido de cariofileno 12

Figura 34. Composicion del aceite esencial de Thymus vulgaris.
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componentes  presentes en el acele  esendal  enviado por el dlente LABORATCRIO DEGR-OWTOGMHAY o (s
PROMOTORA DE INNOVACION EN BIOTECNOLOGEA S.AS - PROMITEC  znazo por C T —
0% (1 53 . INFORWE DE RESULTADOS I
Cantided relativa, % Codigo: 930881-Al o
[ I .
o Wentificacion tntatva WL rablad, Continuecin.
ACEITE ESENCIAL ROMERQ
15,80  Tricicleno {G‘%m_ T
- - - Wy enticaciin tentativa 990881-04-A1
1593 o-Tujeno 01 frt ACEITE ESENCIAL ROMERO
16,37 o-Pineno 1,0 TR @[Rf:ggums!
nrar
1706 Canfeno 02 g 6’ T 0,1
1805  Sabineno : T %42 endoBomes) 02
18,40  B-Pineno 105 2,7 oTerpineo 2
18,69  B-Mirceno 02 2740 yTerpineol 04
18,52  oFelandreno [ig 370 transf-Carioflenn 01
g
1962  A*Careno tr W72 4,11,11-Trimetjl-8-metileno-biciclo[7,2,0]undec-
18,98 a-Terpineno r —Jew il
20'43 . ; 37,03 a-Humuleno 50
i 4" A
fmEnD 41,12 Oxido de cariofieno 75
N8 1,5Cineol 6 68 NL 03
2,80  y-Terpineno 66 60 NI o
23,77 CyH0, monoterpeno oxigenado 07 WL T eatfcado .

Figura 35. Composicion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis.
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Apéndice F

Espectros Raman promedio de aceites esenciales quimiotipo timol y 1,8-cineol
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Figura 36. Espectros de aceites esenciales quimiotipo timol (100 Scans-1800 mseg-300 W)
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Figura 37. Espectros de aceites esenciales quimiotipol,8-cineol (100 Scans-1800 mseg-300 W)
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Apeéndice G

Composicion de emulsiones o/w con unico emulsificante

Tabla 20. Composiciones con aceite vegetal

Fase oleosa Aceite Vegetal  Agua Velocidad de HLEB
(% p/p) (% p/p) (% p/p) agitacion (rpm)

20 0 80 1250
7,00

20 0 80 2500

30 0 70 1250
7,00

30 0 70 2500

20 10 70 1250
7,00

20 10 70 2500

30 10 60 1250
7,00

30 10 60 2500

20 20 60 1250
7,00

20 20 60 2500

30 20 50 1250
7,00

30 20 50 2500

20 30 50 1250
. 7,00

20 30 50 2500

30 30 40 1250
7,00

30 30 40 2500

Nota: “Emulsion con mayor tiempo de estabilidad (10 minutos).
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Tabla 21. Composiciones con tween 80

Fase oleosa  Tween 80 Agua Velocidad de HLEB
(% p/p) (Yop/lp) (Y p/p) agitacion (rpm)

20 0 80 1250

20 0 80 2500
0,00

30 0 70 1250

30 0 70 2500

20 10 70 1250
15,00

20 10 70 2500

30 10 60 1250
15,00

30 10 60 2500

20 20 60 1250"
. 15,00

20 20 60 2500

30 20 50 1250
15,00

30 20 50 2500

20 30 50 1250
15,00

20 30 50 2500
30 30 40 1250 15,00

30 30 40 2500°

Nota: “Emulsiones con mayor tiempo de estabilidad (1 a 12 dias).
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Tabla 22. Composiciones con tween 20

Fase oleosa Tween20  Agua Velocidad de HLEB
(% p/p) (Yoplp) (% p/p) agitacion (rpm)

20 0 80 1250

20 0 80 2500
0,00

30 0 70 1250

30 0 70 2500

20 10 70 1250
16,70

20 10 70 2500

30 10 60 1250
16,70

30 10 60 2500

20 20 60 1250"
. 16,70

20 20 60 2500

30 20 50 1250
. 16,70

30 20 50 2500

20 30 50 1250
16,70

20 30 50 2500
30 30 40 1250 16.70

30 30 40 2500

Nota: “Emulsiones con mayor tiempo de estabilidad (1 a 20 dias).
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Apeéndice H
Parametros fisicoquimicos y organolépticos de emulsiones o/w con Unico emulsificante

Tabla 23. Emulsion A

Parametro Dial Dia 3 Dias6-9-12-15
Color Blanco Blanco Amarillo-Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 2 fases
pH 7,45 £ 0,03 6,74 £ 0,02 -

Viscosidad (cSt) 14,140 0,039 13,736 + 0,016 -
Densidad (g/mL) 1,010 £0,001 1,012 + 0,001 -

Nota: Estable durante 4 dias (separacion de fases).

Tabla 24. Emulsion B

Parametro Dial Dia 3 Dia 6 Dia9 Dial2 Dia 15
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco  Amarillo-Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 2 fases
7,42 + 6,90 + 6,42+ 6,13+ 544+
PH 0,02 0,09 0,02 0,08 0,02 .
Viscosidad 14284+ 9,266+ 7,863+ 7,704+ 7,667
(cSt) 0,083 0,039 0,047 0,015 0,029 .
Densidad 1,006 + 1,006+ 1,007+ 1,009+ 1,012+
(g/mL) 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 _

Nota: Estable durante 12 dias (separacion de fases).

Tabla 25. Emulsion C

Parametro Dial Dias3-6-9 Dias 12 - 15

Color Blanco Amarillo-Blanco 2 tonos amarillo

Apariencia 1 fase 2 fases 2 fases




EMULSION ESTABLE DE ACEITES ESENCIALES EN AGUA 94

Parametro Dial Dias3-6-9 Dias 12 - 15
pH 7,05+ 0,04 - -
Viscosidad (cSt) 25,348 + 0,040 - -
Densidad (g/mL) 1,011 + 0,001 - -

Nota: Estable durante 1 dia (separacion de fases).

Tabla 26. Emulsion D

Parametro Dia 1l Dia 3 Dia 6 Dias9-12-15
Color Blanco Blanco Blanco Amarillo-Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 2 fases
pH 6,949 + 0,03 5,821 + 0,06 5,123 £ 0,02 -

Viscosidad (cSt) 25,564 + 0,042 15,328 + 0,024 15,552 + 0,035 -
Densidad (g/mL) 1,010+0,001 1,012+0,000 1,014 +0,001 -

Nota: Estable durante 6 dias (separacion de fases).

Tabla 27. Emulsion E

Parametro Dia 1l Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dias 12 - 15
Color Blanco Blanco Blanco Blanco  Amarillo-Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 2 fases
595+ 4,74 + 3,98 + 3,62+
PH 0,05 0,02 0,01 0,02 '

7,698+ 5518+ 4778 + 4,669 + -
0,022 0,029 0,022 0,030

Densidad 1,009+ 1,011+ 1,012 + 1,016 + -
(g/mL) 0,000 0,001 0,001 0,001

Nota: Estable durante 9 dias (separacion de fases).

Viscosidad (cSt)
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Tabla 28. Emulsion G

Parametro Dial-3 Dias6 -9 Dias 12 - 15
Color Amarillo-Beige 2 tonos amarillo Amarillo-Incoloro
Apariencia 2 fases 2 fases 2 fases

Nota: pH, viscosidad y densidad no se realizaron por su inestabilidad. Estable por 1 hora

(separacion de fases).

Tabla 29. Emulsion H

Parédmetro Dia 1 Dias3-6 Dias9- 12 Dia 15
Color Amarillo-Beige Amarillo-Beige 2 tonos amarillo  Amarillo-Incoloro
Apariencia 2 fases 2 fases 2 fases 2 fases
pH 5,43 £ 0,02 - - -

Viscosidad (cSt) 22,380 = 0,031 - - -
Densidad (g/mL) 1,027 + 0,001 - - -

Nota: Estable durante 1 dia (separacion de fases).
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Apéndice |
Composicion de emulsiones o/w con mezcla de emulsificantes

Tabla 30. Composiciones con aceite vegetal — tween 80

Fase oleosa Aceite Vegetal Tween80  Agua Velocidad de

HLB
(% p/p) (% p/p) (Yoplp) (% p/p) agitacion (rpm)
20 15 15 50 1250
. 11,00
20 15 15 50 2500
30 15 15 40 1250
. 11,00
30 15 15 40 2500
20 10 20 50 1250
. 12,21
20 10 20 50 2500
30 10 20 40 1250
. 12,21
30 10 20 40 2500
20 20 10 50 1250
9,57
20 20 10 50 2500
30 20 10 40 1250
9,57
30 20 10 40 2500
Nota: “Emulsiones con mayor tiempo de estabilidad (1 a 20 dias).
Tabla 31. Composiciones con aceite vegetal — tween 20
Fase oleosa Aceite Vegetal Tween20  Agua Velocidad de HLB
(% p/p) (% p/p) (Yop/p) (% p/p) agitacion (rpm)
20 15 15 50 1250
. 11,85
20 15 15 50 2500
30 15 15 40 1250
11,85
30 15 15 40 2500
20 10 20 50 1250
13,33

20 10 20 50 2500"
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Fase oleosa Aceite Vegetal Tween20  Agua Velocidad de HLEB
(% p/p) (% p/p) (Yoplp) (Y% p/p) agitacion (rpm)
30 10 20 40 1250
. 13,33
30 10 20 40 2500
20 20 10 50 1250
10,13
20 20 10 50 2500
30 20 10 40 1250
10,13
30 20 10 40 2500
Nota: “Emulsiones con mayor tiempo de estabilidad (9 a 40 dias).
Tabla 32. Composiciones con tween 80 — tween 20
Fase oleosa Tween 80 Tween20  Agua Velocidad de HLEB
(%plp)  (%p/p) (%plp) (% plp) agitacion (rpm)
20 15 15 50 1250
. 15,85
20 15 15 50 2500
30 15 15 40 1250
15,85
30 15 15 40 2500
20 10 20 50 1250
15,97
20 10 20 50 2500
30 10 20 40 1250
15,97
30 10 20 40 2500
20 20 10 50 1250
15,41
20 20 10 50 2500
30 20 10 40 1250
15,41
30 20 10 40 2500

Nota: "Emulsiones con mayor tiempo de estabilidad (hasta 60 dias).
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Apéndice J
Parametros fisicoquimicos y organolépticos de emulsiones o/w con mezcla de

emulsificantes

Tabla 33. Emulsion |

Parametro Dial Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dial2 Dial5 Dia20
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1fase  1fase
6,38 £ 5,63+ 522+ 486+ 4,73+ 438+ 422+

PH 0,01 0,01 0,11 0,05 0,03 0,02 0,01
Viscosidad 56,686+ 43,632+ 36,872+ 29473 26561+ 22,873 22,646
(cSt) 0,035 0,019 0,026 +0,023 0,031 +0,028 £0,024
Densidad 1,000 1,001+ 1,002+ 1,003+ 1004+ 1,005+ 1,005z
(9/mL) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000

Nota: Estable 20 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de 23 dias.

Tabla 34. Emulsion J

Parametro Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dial2 Dial5 Dia20 Dia25

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
567+ 485+ 428+ 410+ 406+ 382+ 372+ 364%
0,06 0,03 0,05 0,02 0,02 0,01 0,01 0,00
Viscosidad 48,694 39,539 33,270 28,259 25,727 23,173 21,336 19,876
(cSt) +0,033 £0,022 +0,040 £0,047 +0,013 +0,020 +0,015 0,030
Densidad 0,997+ 0,997+ 0,998+ 0,999+ 0,999+ 1000+ 1,002+ 1,003+
(g/mL) 0,010 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Nota: Dia 30 estable (pH= 3,58 £ 0,01 — viscosidad= 19,275 + 0,018 — densidad= 1,004 + 0,001

pH

g/ml), estable durante 30 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

35 dias.



EMULSION ESTABLE DE ACEITES ESENCIALES EN AGUA 99

Tabla 35. Emulsion K

Parametro Dial Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15
Amarillo Amarillo
Color Blanco Blanco Blanco Blanco
claro-Blanco  -Blanco
Apariencia 1 fase 1fase  1lfase  1fase 2 fases 2 fases

589+ 524+ 465+ 439+
0,05 0,01 0,01 0,02
Viscosidad 42,365+ 30,541 29,744 29,684
(cSt) 0,024 +0,039 +0,041 +0,010
Densidad 1,000+ 1,002+ 1,002+ 1,004+
(g/mL) 0,001 0,001 0,001 0,000
Nota: Estable durante 9 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

pH

10 dias.

Tabla 36. Emulsion L

Parametro Dia 1l Dia 3 Dia 6 Dia9 Dial2 Dialb
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1fase 1fase 1fase 1 fase
6,12 + 529+ 442+ 420+ 410+ 3,86+

PH 0,04 0,01 0,05 0,01 0,01 0,03

39,290 33,123+ 28,849 25953 24,146 22,936

+ 0,035 0,021 +0,042 =*0,026 =*0,032 +0,022

0992+ 0993+ 0994+ 0,995+ 0,99+ 0,997+
0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001

Viscosidad (cSt)

Densidad (g/mL)
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Parametro Dia20 Dia25 Dia30 Dia35" Dia40"
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

Apariencia l1fase 1fase 1fase  1fase 1 fase
375+ 365+ 358+ 349+ 350z
0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
o 20,666 18,829 17,852 17,340 42,101

Viscosidad (cSt)
+0,022 +0,025 0,032 +£0,022 +0,030
_ 0,997+ 0,997+ 0,998+ 0,999+ 1,001+
Densidad (g/mL)
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

pH

Nota: "Se miden los parametros hasta inestabilidad (gotas de aceite en la superficie), estable

durante 42 dias y separacion de fases después de 60 dias.
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Apeéndice K

101

Parametros fisicoquimicos y organolépticos de emulsiones o/w con estabilizantes

Tabla 37. Emulsion N

Parametro Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia40
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase lfase 1lfase  1fase
H 7,03 £ 6,41 £ 562+ 541+ 508z
P 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
o 167,366 102,646 87,249 82,855 81,223
Viscosidad (cSt)
+0,030 0,044 +£0,035 £0,034 0,032
) 094+ 096+ 0969+ 0971+ 0,974+
Densidad (g/mL)
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Nota: Estable durante 43 dias (separacion de fases).
Tabla 38. Emulsion O
Parametro Dial Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia 40 Dia 50
Color Blanco  Blanco  Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
H 7,25+ 6,57 + 585+ 5,60 + 543 + 521+
P 0,04 0,02 0,06 0,04 0,03 0,02
o 251,383 163,657 139,742 125,764 118,559 113,789
Viscosidad (cSt)
+0,035 £0,047 £0,036 +0,034 +0,044 £0,036
_ 0,957+ 0961+ 0963+ 0965+ 0967+ 0,970+
Densidad (g/mL)
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Nota: Estable durante 51 dias (separacion de fases).
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Tabla 39. Emulsion P

Parametro Dia 1 Dial0 Dia20 Dia30 Dia40 Diab0
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1fase 1fase 1fase 1fase 1lfase  1fase

6,83+ 6,04+ 599+ 587+ 554+ 538+
0,04 0,03 0,04 0,04 0,02 0,02
76,047 51,765 45,721 42,153 39,844 37,550
+0,043 *0,038 +0,023 +0,037 =*0,022 +0,036
0,987+ 0988+ 0988+ 0989+ 0,990+ 0,991+
0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001

Nota: Estable durante 56 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

pH

Viscosidad (cSt)

Densidad (g/mL)

58 dias.

Tabla 40. Emulsion Q

Parametro Dial Dial0 Dia20 Dia30 Dia40 Dia50 Dia60 Dia70

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
741+ 730+ 719+ 7,02+ 693+ 668+ 631+ 6,12+
0,01 0,04 0,03 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02
Viscosidad 86,634 65,271 56,656 53,243 50,161 49,466 47,252 46,570

(cSt) +0,034 +0,033 £0,025 +0,041 £0,035 +0,032 0,032 +0,023
Densidad 0,982+ 0,982+ 0,983+ 0,983+ 0,983+ 0984+ 0,984+ 0,985+
(9/mL) 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Nota: Estable durante 77 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

pH

100 dias.
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Tabla 41. Emulsion R

Parametro Dia 1l Dial0 Dia20 Dia30 Dia40 Dia50 Dia60
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Apariencia 1 fase 1fase 1fase 1fase 1fase 1lfase  1fase

7,45 + 7371+ 722+ 708+ 691+ 6,73+ 637+
0,03 0,02 0,02 0,03 0,01 0,02 0,03
118,927 81,509 71,879 65150 61,387 60,038 58,249
+0,026 +0,017 +0,023 +0,046 =*=0,035 +0,044 =+0,032
0981+ 0981+ 0982+ 0982+ 0,983+ 0983+ 0,984+
0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Nota: Estable durante 65 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

pH

Viscosidad (cSt)

Densidad (g/mL)

82 dias.

Tabla 42. Emulsion T

Parametro Dia 1l Dia 10 Dia 20 Dia 30 Dia 40 Dia 50 Dia 60 Dia 70

Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco  Blanco
Apariencia 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase 1 fase
5,99 + 5,88 + 559+ 550+ 532+ 513+ 492+ 485%

PH 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03

Viscosidad 1812,657 1450,148 1290,545 1161,540 1104,923 1051,134 1010,333 961,068
(cSt) +0,055 +0,065 0079 +0075 0061 +0,106 0,075 0,075
Densidad 0966+ 0967+ 0967+ 0968+ 0969+ 0969+ 0970+ 0,971+
(g/mL) 0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Nota: Dia 80 estable (pH=4,83 + 0,03 — viscosidad= 920,233 + 0,068 — densidad=0,972 + 0,001

g/ml), estable durante 82 dias (gotas de aceite en la superficie) y separacion de fases después de

85 dias.



