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Resumen

Titulo: Evaluacion del efecto antioxidante y de proteccion solar de un extracto de cacao al
incorporarse a una crema cosmeética. *

Autores: Gisel Alvarez Leon y Jesus Sleyder Sanchez Acevedo **

Palabras Clave: Polifenoles, Antioxidante, Factor de proteccion solar, Crema cosmeética,
Emulsion O/W.

Descripcion:

Los antioxidantes son componentes protectores que pueden ser naturales o sintéticos, su funcién
principal es prevenir o retardar la accion de los radicales libres en células o compuestos que sean
susceptibles de oxidacién. Tal funcion se cumple naturalmente en alimentos como frutas y
vegetales gracias a la presencia de polifenoles, que también poseen accion fotoprotectora.
Actualmente las empresas de cosméticos vienen adaptandose a cambios en el mercado, como lo
son los productos con materias primas naturales.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antioxidante y de proteccidn solar de un extracto
de cacao al incorporarse a una crema cosmética. Para ello se realizo la extraccion desde granos de
cacao sin fermentar y posterior cuantificacion del contenido de polifenoles totales por
espectrofotometria (Folin- Ciocalteu). Los polifenoles obtenidos se agregaron a una emulsion O/W
en porcentajes de 0,1%, 0,45% y 1% p/p, siendo estos los prototipos E1, E2 y E3 respectivamente.
Se utiliz6 ORAC para determinar la capacidad antioxidante y el barrido espectrofotométrico de
290 a 320nm para calcular el Factor de Proteccion Solar (FPS). Asi mismo, se evalud la estabilidad
preliminar a los prototipos con el fin de observar la compatibilidad de los polifenoles con la crema
cosmeética; ésta se determind por medio de registros fotograficos en los que se observaron cambios
de color en la emulsién. Los resultados mostraron que el extracto liofilizado tuvo un contenido de
polifenoles totales de 211,37 mgEAG/gms. En lo que respecta a los prototipos E1, E2 y E3, la
capacidad antioxidante determinada por el método ORAC fue de 1731,38+543,88,
4884,46+605,16 y 9492,57+370,74 umol trolox/g muestra, respectivamente; valores que fueron
significativamente mayores a los obtenidos con vitamina E (antioxidante comercial generalmente
usado para este tipo de formulaciones) a las mismas concentraciones formuladas: 1168,93+210,
1340,91+114,44 y 1525+198 umol trolox/g muestra. El desempefio del extracto de cacao segun el
FPS fue de 4,09 y el de las cremas con polifenoles para E1, E2 y E3 fue de 3,11, 3,33 y 3,55
respectivamente. A partir de los resultados, se observo que E3 posee la mayor eficiencia dosis para
la medicién de FPS con un 86,82%. Finalmente, es posible decir que los polifenoles extraidos del
grano de cacao cumplen con los resultados esperados, sin embargo, al incorporarlos a la
formulacion cosmética generan un cambio de color producto de una degradacion, lo que disminuye
la vida util del producto.

*Trabajo de grado

**Facultad de Ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Grupo de Investigacion
en Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Director: Luis Javier Lopez Giraldo. Ingeniero Quimico,
PhD. Codirectora: Laura Carolina Aguilar Navas. Ing. Quimica.
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Abstract

Title: Evaluation of the of antioxidant effect and sun protection of a cocoa extract when
incorporated into a cosmetic cream. *

Authors: Gisel Alvarez Leon and Jesus Sleyder Sanchez Acevedo **

Keywords: Polyphenols, Antioxidant, Sun protection factor, Cosmetic cream, O/W emulsion.

Description:

Antioxidants are protective components that can be natural or synthetic, their main function is to
prevent or delay the action of free radicals in cells or compounds that are susceptible to oxidation.
This function is naturally fulfilled in foods such as fruits and vegetables thanks to the presence of
polyphenols, which also have photoprotective action. Currently, cosmetic companies are adapting
to changes in the global market, such as products with natural raw materials.

The objective of this study was to evaluate the antioxidant and sun protection effect of a cocoa
extract when incorporated into a cosmetic cream. For this purpose, extraction from unfermented
cocoa beans and subsequent quantification of the total polyphenol content by spectrophotometry
(Folin-Ciocalteu) was performed. The polyphenols obtained were added to an O/W emulsion in
percentages of 0.1%, 0.45% and 1% w/w, these being prototypes E1, E2 and E3, respectively.
ORAC was used to determine the antioxidant capacity and spectrophotometric scanning from 290
to 320nm to calculate the Sun Protection Factor (SPF). The preliminary stability of the prototypes
was also evaluated in order to observe the compatibility of the polyphenols with the cosmetic
cream; this was determined by means of photographic records in which color changes in the
emulsion were observed. The results showed that the freeze-dried extract had a total polyphenol
content of 211.37 mgeEAG/gms. Regarding prototypes E1, E2 and E3, the antioxidant capacity
determined by the ORAC method was 1731.38+543.88, 4884.46+605.16 and 9492.57+370.74
pmol trolox/g sample, respectively; values that were significantly higher than those obtained with
vitamin E (commercial antioxidant generally used for this type of formulations) at the same
formulated concentrations: 1168.93+210, 1340.91+114.44 and 1525198 pumol trolox/g sample.
The performance of the cocoa extract according to SPF was 4.09 and that of the creams with
polyphenols for E1, E2 and E3 was 3.11, 3.33 and 3.55 respectively. From the results, it was
observed that E3 has the highest dose efficiency for SPF measurement with 86.82%. Finally, it is
possible to say that the polyphenols extracted from the cocoa bean meet the expected results;
however, when incorporated into the cosmetic formulation, they generate a color change due to
degradation, which reduces the shelf life of the product.

*Bachelor tesis.

**Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Food Science and
Technology Research Group. Director: Luis Javier Lépez Giraldo. Chemical Engineer, PhD. Co-
director: Laura Carolina Aguilar Navas. Chemical Engineer.
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Introduccion

En la actualidad las empresas de cosméticos vienen adaptandose a los nuevos cambios y
tendencias del mercado, tales como los productos naturales en los que las materias primas
convencionales son sustituidas por ingredientes como: aceites esenciales, aguas vegetales,
mantecas y extractos frutales (Materias primas para la produccion de cosmética natural., s. f.),
teniendo estos Gltimos un alto contenido de polifenoles lo que les otorga propiedades como
antioxidante y proteccion solar. Colombia es el segundo pais con mayor biodiversidad (Marin,
s. f.) lo cual lo hace altamente competitivo en productos con ingredientes naturales, cuya demanda
en el sector cosmético viene creciendo desde el afio 2000 (Marin, s. f.) permitiendo afirmar que el

espacio que tiene el pais para crecer en este campo es bastante amplio.

Dia a dia el numero de consumidores que se sienten atraidos por los llamados productos
naturales aumenta, ya que son una opcion de cuidado personal respetuosa con el entorno; sin
embargo, estos representan todavia un segmento minoritario de consumo frente a la cosmética
convencional. A pesar de esto, los estudios de mercado confirman que el 58% de las personas
expresan que prefieren productos cosméticos de origen natural, lo cual evidencia una alta demanda
en el mercado de articulos de cuidado personal (Tendencias de Mercado de los Productos

Naturales - All Natural | Prodotti Stella, s. f.).

En el cuidado personal, uno de los segmentos de mayor crecimiento y desarrollo
tecnoldgico es el de los protectores solares, en Colombia este mercado registro ganancias de USD
$25,5 millones en 2022, y se espera que experimente un alza de mas del 63% en los préximos 5
afios (Las Ventas de Protectores Solares Creceran 14% en 2023, s. f.). La National Library of
Medicine asegura que no se puede hablar de piel sin pensar en el sol, la piel utiliza la luz solar para

ayudar a fabricar la vitamina D, la cual es importante para la formacion de los huesos (Efectos del
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sol en la piel - Videos de salud, s. f.), no obstante, una exposicion prolongada de la piel a los rayos
UV genera afecciones como manchas, fotoenvejecimiento, inmunosupresion, eritemas o cancer de
piel (La importancia de la fotoproteccion solar en la piel del recién nacido y nifio | Hospital
Universitario Virgen de la Victoria, s.f.), teniendo este Gltimo una incidencia estimada en
Colombia correspondiente a 4,6 por 100.000 mujeres y 4,4 por 100.000 hombres (Pozzobon et al.,
2018). Debido a esto es importante implementar fotoproteccion solar de piel, la cual puede ser
aplicada por medio de cremas con factor de proteccidon solar (FPS), que se define como la
capacidad que tiene una sustancia de poder absorber la radiacion UV (Batlle, 2005). Estos
productos a su vez deben poseer un agente antioxidante que evite la degradacion de sus elementos
activos al estar en contacto con el oxigeno, previniendo la formacion de radicales libres y
retardando la degradacion oxidativa que afecta principalmente a los lipidos (Samillan Moya,

2018).

Tomando en consideracion lo expuesto en los parrafos anteriores, este proyecto tiene como
finalidad evaluar la capacidad que posee un extracto de cacao, rico en polifenoles, como agente
antioxidante y filtro solar al incorporarse a una crema cosmeética, buscando brindar una alternativa

natural y a su vez fomentar el biocomercio en Colombia.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antioxidante y de proteccion solar de un extracto de cacao al incorporarse
a una crema cosmetica.
1.2 Objetivos especificos
° Identificar la concentracion de extracto que presenta la mayor eficiencia dosis
respuesta como filtro solar usando una aproximacion espectrofotométrica.
° Determinar la capacidad antioxidante del extracto de cacao para proteger de los

procesos de oxidacion a una crema cosmética.
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2. Marco Conceptual

2.1. Emulsion

Se entiende por emulsion quimica a la unién, mas o menos homogénea, de dos liquidos
inmiscibles, es decir, que no se mezclan totalmente el uno con el otro. Las emulsiones consisten
en la dispersion de un liquido en otro, ambos en diferentes fases liquidas formando lo que se conoce
como coloide («Emulsién Quimica - Concepto, fases, tipos y ejemplos», s. f.), debido a la
presencia de un emulsificante, siendo esta una sustancia con moléculas compuestas por partes
lipofébicas y lipofilicas que se encargan de mantener unida y estable la mezcla al impedir que sus
fases se dispersen. Las emulsiones pueden ser de tipo:

e Directas (O/W). Conformada por una fase dispersa lipofilica (atraida por las grasas) y una
fase continua hidrofilica (atraida por el agua). («<kEmulsion Quimica - Concepto, fases, tipos

y ejemplos», s. f.)

e Inversas (W/O). Emulsion que combina una fase dispersa hidrofilica y una fase continua

lipofilica («Emulsion Quimica - Concepto, fases, tipos y ejemplos», s. f.).

2.2 Crema cosmética

Una crema es una emulsién. Las cremas lipofilicas son las preparaciones denominadas
emulsiones agua en aceite (W/O), mientras que las cremas hidrofilicas son emulsiones aceite agua
(O/W) (Torrado Duran & Torrado Durén, 1994). Esta preparacion es realizada con el objetivo de
modificar la apariencia, hidratar, embellecer y dar un aroma agradable a las diferentes superficies

del cuerpo humano.
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2.3 Antioxidante

Un antioxidante es una sustancia empleada con el fin de inhibir la oxidacién, esta propiedad
hace que se pueda agregar a productos alimenticios, farmacéuticos o cosméticos expuestos al
deterioro oxidativo como lo son aceites y grasas, retrasando la sintesis de los productos generados
por la oxidacion lipidica (Evaluacion de la actividad antioxidante de extractos frutales como

alternativa a los antioxidantes sintéticos en preparaciones cosméticas tipo emulsion.--/, s. f.).

2.4 Extracto

Se conoce que las plantas, sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios
(alcaloides, esteroides, flavonoides, terpenoides, quinonas, entre otros), los cuales estan
implicados en los mecanismos de defensa hacia distintos factores de estrés bidtico y abidtico.
Muchos de estos compuestos son producidos y almacenados en tejidos jovenes, como hojas, flores,
semillas y frutos. Debido a sus propiedades, los metabolitos son apetecidos para la formulacion de
farmacos, pesticidas y cosméticos, dando lugar a los extractos. Estos Gltimos son obtenidos a partir
de diferentes materiales vegetales permitiendo que los mismos se encuentren en presentaciones
acuosas, polvos o utilizar otros disolventes para extraer diferentes compuestos segun su polaridad

(Monardez, 2014).

2.5 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son el grupo mas extenso de sustancias no energeticas presentes
en los alimentos de origen vegetal (Quifiones et al., 2012), un ejemplo de estos son los polifenoles,
que se caracterizan por tener mas de un grupo fenol en su estructura y poseer propiedades
antioxidantes y capacidades para absorber la radiacion UV; sin embargo, esta Ultima propiedad
varia dependiendo del ndmero de anillos fenolicos presentes en la molécula (Samillan Moya,

2018).
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2.6 Acetato de tocoferol

Es una forma sintética de la vitamina E, nutriente liposoluble presente en muchos alimentos
(Office of Dietary Supplements - Vitamina E, s.f.), usado en cosmética por su capacidad
antioxidante ya que ayuda a proteger las formulaciones contra los dafios causados por los radicales

libres («Vitamina E Acetato. Tocoferol», s. f.).

2.7 ORAC

La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés) es un
analisis de laboratorio que ofrece una medicion general de la capacidad antioxidante de una
sustancia. El analisis cosiste en someter una muestra de interés a un agente oxidante, luego se mide
la capacidad general que tiene un compuesto o0 un extracto para resistir la oxidacion. Mientras mas

alto sea el puntaje del ORAC, mayor sera la capacidad antioxidante (¢ Qué es el ORAC?, s. f.).

2.8 Estabilidad preliminar

La estabilidad preliminar es uno de los estudios a realizar en las primeras etapas de disefio
y desarrollo, en este proceso se ingresan diferentes formulaciones a escala laboratorio, las cuales
son sometidas a estrés, ya sea por cambios de temperatura, centrifugacién, exposicion a la luz o
vibracion, con el objetivo de acelerar reacciones y evidenciar posibles inestabilidades del producto.
La estabilidad preliminar no tiene como objetivo estimar el tiempo de vida Gtil, se emplea para
orientar la seleccion de la formulacién mas idonea, plantear una reformulacién y/o buscar
alternativas de materia prima. La duracion del estudio es generalmente de 7 a 15 dias. A partir de
este estudio se espera obtener la identificacion de los parametros criticos a controlar, tendencia del
comportamiento de la formulacién, aprobacion o rechazo de los ingredientes utilizados y las
propiedades a monitorear en los posteriores estudios de estabilidad que se realicen (Hernandez

Mesa, 2022).
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2.9 Factor de Proteccion Solar

Se denomina factor de proteccion solar (FPS) al numero de veces que el fotoprotector
aumenta la capacidad de defensa natural de la piel frente al eritema o enrojecimiento previo a la
quemadura (Batlle, 2005). Su medicion se realiza conociendo la absorbancia del compuesto

dispuesto en soluciones etandlicas por medio de espectrofotometria.

2.10 Absorbancia

La Absorbancia(A), también conocida como densidad optica (DO) (Qué es la absorbancia,
medicién de absorbancia, ensayos de absorbancia | Molecular Devices, s. f.), es la atenuacion de
la intensidad de la radiacion cuando esta incide sobre una muestra, es la cantidad de energia que
es absorbida para pasar a un estado mas excitado (Técnicas espectrofotométricas de absorcion
ultravioleta-visible (pagina 2), s. f.). La absorbancia es una variable determinante para la medicion
del FPS, debido a que esta determina qué tan efectiva es la barrera de proteccion solar que brindan

las sustancias sobre la piel.

2.11 Espectrofotometria

Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia radiante que
absorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de onda de la radiacion, basada en la
interaccion materia —radiacién electromagnética, y a las mediciones a una determinada longitud

de onda (Diaz et al., s. f.).

3. Estado del arte

La industria cosmética en Colombia ha tenido un crecimiento anual del 8,7%, superior al
de sus similares en Latinoamérica, lo que lo ha convertido en uno de los motores de produccion

mas importantes de la region y el de mayor proyeccion (Colombia: La industria cosmética un
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sector que crece y promete, s. f.), marcando un aumento en los documentos de investigacion en la
cosmética verde, con el objetivo de reemplazar materias primas tradicionales por extractos
naturales, haciendo un respectivo aprovechamiento de la biodiversidad de nuestro pais, priorizando
ciertas especies, debido a su disponibilidad y caracteristicas que fortalecen el cuidado de la piel
como lo son la maracuya, café, cacao, entre otros (Hernandez Castillo & Pardo Ruiz, 2015).

El apogeo generado por el mercado demarca una centralizacion de los esfuerzos
investigativos en calificar y evaluar los diferentes extractos que se pueden obtener de materias
primas naturales analizando sus posibles usos, conscientes de las problematicas en las que esta
sumergida la cosmética, como la estabilidad de sus productos y su eficiencia ante la proteccién de
los rayos UV.

De esta manera, los polifenoles presentes en frutas y vegetales son realmente valiosos para
este tipo de estudios debido a su alta capacidad antioxidante y valor como protector de rayos UV,
valor que es corroborado por Q. Nicole (Quizhpi Cuesta, 2019). quien estudia los polifenoles
extraidos de la cascara de papa realizando mediciones de FPS y efecto antioxidante; encontrando
que este puede ser utilizado como filtro de proteccion solar, ya sea como ingrediente principal o
como sinergista. Sin embargo, al no ser un estudio realizado directamente sobre una formulacion
cosmeética la capacidad de absorcién de la radiacién UV puede aumentar o disminuir.

Como se menciond anteriormente, una de las propiedades de los polifenoles es la capacidad
antioxidante; en este contexto, es importante destacar que el extracto de cacao, con una notable
concentracion de mas de 64 mg EAG(gramos equivalentes de acido galico)/g de extracto,
demuestra ser una fuente significativa de estos compuestos beneficiosos (Actividad antioxidante
de clones de cacao (Theobroma cacao |.) finos y aromaticos cultivados en el estado de Chiapas-

México, s.f.). Para determinar cuantitativamente la actividad antioxidante al incorporar los
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polifenoles dentro de una emulsion, el grupo de Investigacion en Tecnologia Farmacéutica,
Cosmética y de Alimentos determina esta propiedad por el método, in vitro, capacidad de
absorcion de radicales libres de oxigeno (ORAC) (Evaluacion de indicadores fisicos y quimicos
de una emulsidn con aceite esencial de Plectranthus amboinicus L | P4jaro Castro | Revista
Cubana de Farmacia, s. f.). Los resultados obtenidos para la actividad antioxidante inicial de la
emulsion por este método fueron de 2010,12 umol trolox/g mtra. Este valor destaca como
altamente promisorio, respaldando la consideracion de que los aceites esenciales son una excelente
fuente natural y accesible para facilitar el desarrollo de diversas formulaciones cosméticas.

Al tratar con polifenoles, se hace énfasis en su conservacién, debido a que la union entre
proteinas u otro compuesto con polifenoles siempre ocurrira, sin embargo, en temperaturas de
refrigeracion estas reacciones tardaran mas en suceder (Aguilar & Sofia, 2014). Para aumentar su
estabilidad, generalmente los extractos son liofilizados; por ejemplo, Samillan estudio la capacidad
antioxidante y FPS del liofilizado de maracuya y desarrolld una crema cosmética; conservando el
extracto a -80°C despueés liofilizando y posteriormente conservando a 4°C; ademas encuentra una
diferencia al cuantificar FPS en extracto y directamente en la formulacion cosmética siendo este
considerablemente inferior al estar presente en la crema (Samillan Moya, 2018).

Para el caso especifico de los extractos de granos de cacao no hay precedente en el que se
evalle su capacidad antioxidante y FPS en formulaciones cosméticas. Por lo tanto, el presente
proyecto de investigacion busca la evaluacién de un extracto de los granos de cacao con el fin de
desarrollar nuevos fitocosméticos que tengan una formulacion innovadora y permitan el

aprovechamiento de esta materia prima.

4. Metodologia
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La metodologia que se empled para cumplir con los objetivos planteados en este proyecto

se presenta en la Figura 1.

Figura 1

Diagrama de la metodologia.
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4.1 Extraccién y cuantificacion de polifenoles de los granos de cacao

4.1.1 Choque térmico a los granos de cacao

Se siguio la metodologia establecida por Pico-Hernandez para la extraccion, separacion y

evaluacion del efecto antioxidante de las diferentes fracciones de polifenoles de los granos de

cacao (Pico-Hernandez et al., 2020), en la cual inicialmente se busca inhibir por medio de un

choque térmico la enzima polifenol Oxidasa (PPO) que ocasiona la degradacion de los polifenoles

(Toro-Uribe etal., 2018). Una vez extraidos, lavados y despulpados los granos de cacao se

sumergen en agua a 96°C por 6 minutos para después pasar a agua con hielo y mantener la
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temperatura a 4°C durante 30 min, una vez realizado este proceso, se retiran los granos del agua 'y

se ponen en un horno a 70°C durante 16 horas para realizar el secado.

4.1.2 Desengrasado y Extraccion de polifenoles al cacao

Se siguio la metodologia descrita por el protocolo de extraccion con desengrasado
elaborado por Pico-Hern&ndez para el grupo de investigacion CICTA (centro de investigacion en
ciencias y Tecnologia de Alimentos) (Toro-Uribe, 2018). Se inicid realizando el desengrasado al
cacao ya previamente seco, descascarillado y molido con una licuadora, este proceso se puede
apreciar en la Figura 2. Donde desde los pasos 1 a 4 se explica el desengrasado y del 5 al 10 el
proceso de extraccion.
Figura 2

Diagrama de la metodologia de desengrasado y extraccion de polifenoles disefiada por el
profesional Pico-Hernandez (Toro-Uribe, 2018)
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En los pasos posteriores es importante evitar la exposicion de las muestras a la luz

Los extractos obtensdos se almacenaran en viales color dmbar con tapa vy se guardarin en espacios refrigerados a 4°C hasta su uso. Los extractos fendlicos no pueden ser almacenados por mas de §

dias.

Luego los extractos se liofilizaron durante 36 horas al vacio a una temperatura que oscil6
entre los -50°C a -120°C. Finalmente, los polifenoles obtenidos son almacenados en frascos color

ambar y refrigerados a 4°C hasta su uso.
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4.1.2 Cuantificacion de polifenoles

Se siguidé la metodologia descrita por el protocolo de cuantificacion del contenido de
polifenoles totales (CPT) presentes en extractos polifendlicos de grano de cacao y cascara de cacao
descrita por Pico-Hernandez para el grupo de investigacion CICTA (Toro-Uribe, 2018). A
continuacion, se describen los pasos realizados:

4.1.2.1 Preparar las soluciones presentes en la Tabla 1

Tabla 1
Soluciones usadas para cuantificacion de polifenoles.
Soluciones Condiciones
Proporcion: 10ml:100ml. Agitar a través de un mezclador de
Folin-Ciocalteu: agua vortice durante 15 segundos y almacenar en frascos de vidrio color

ambar. La solucién es de un color amarillo verdoso.

Proporcion: 7,5g:100ml. Agitar y almacenar en frascos de vidrio
color ambar. El carbonato de sodio demora en disolverse.
Proporcion: 0,2g:100ml. Agitar y almacenar en frascos de vidrio
ambar. El 4cido gélico demora en disolverse. Tener en cuenta que
la sefial de absorbancia se satura al superar una concentracion de
1,8mg/ml

Carbonato de sodio: agua

Acido gélico: agua

Nota. Adaptado de (Toro-Uribe, 2018).

4.1.2.2 Construir la curva de calibracion tomando como patrén é&cido galico.
Inicialmente se prepararon diluciones a partir de la solucion madre como se presenta en la Tabla
2.

Tabla 2
Composicidon de las soluciones patrén de acido galico.

Volumen tomado de la
solucion madre de acido Volumen agregado de agua (pl)
galico: agua (ul)

Concentracion final de la
solucion patron (mg/ml)

Blanco 0 5000
0,05 125 4875
0,1 250 4750
0,2 500 4500
0,4 1000 4000
0,8 2000 3000
1,6 4000 1000

Nota. Adaptado de (Toro-Uribe, 2018).
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Luego se determind la absorbancia de las soluciones a una longitud de onda de 756nm. En
todos los casos, se mezclaron 1,5ml de la solucion Folin-Ciocalteu: agua y 50ul de la solucion
patron de acido galico, agitandolos en un mezclador de vortice durante 15 segundos. La mezcla
permanece en reposo y protegida de la luz durante 5 minutos. Luego se agregaron 1,5ml de la
solucién de carbonato de sodio: agua y se agitd en un mezclador de vortice durante 15 segundos.
Esta mezcla permanecio en reposo y protegida de la luz durante 60 minutos. Finalmente, la
absorbancia de todas las soluciones se evalud por duplicado, y la concentracién se correlacion6
usando la Ecuacion 1.

y=mX+b (Ec. 1)

Donde:

m: pendiente de la recta

b: Intercepto de la recta con el eje y (Igual a 0).

R? > 0,98.

Usando la Ecuacion 2, se calcularon los mg EAG (miligramos equivalentes de acido galico)
por gramo de muestra.

A -
mg EAG ( bsmuﬁlstra b)*lSml

g muestra " Peso de la muestra (gramos)

(Ec.2)

4.2 Estudio de la propiedad como filtro solar de los polifenoles

4.2.1 Evaluacion del FPS de los extractos polifenolicos por medio de espectrofotometria

Una vez obtenidos los polifenoles del grano de cacao, se pes6 0,5g de extracto concentrado
de polifenoles y se transfirio a un matraz de 100ml que contenia 30ml de etanol al 70% para

disolver los polifenoles y posteriormente se completd el volumen con el mismo solvente. De esta
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solucion se tomo una alicuota de 1ml y se transfirié a un matraz aforado de 25ml, se completo el
volumen con alcohol y se homogenizd, alcanzando una concentracién final de 0,2mg/ml, que es
una concentracion estandarizada (Samillan Moya, 2018). Esta solucion fue medida por duplicado
en un espectro UV UVB, en el rango de 290 a 320nm en un espectrofotometro (Glosario:
Radiacion ultravioleta, s. f.), los rayos UVA causan el envejecimiento prematuro de la piel,
mientras que los rayos UVB son los responsables de las quemaduras y el bronceado (¢ Cual es la
diferencia entre rayos UVA 'y UVB?, s. f.). Una vez realizadas las mediciones de las longitudes de
onda antes mencionadas, se calculo el factor de proteccion solar mediante la férmula desarrollada

por Mansur (Quizhpi Cuesta, 2019).
FPS = FC Y330EE(A) - 1(1) - Abs() (Ec.3)
Donde:
FPS: Factor de proteccion solar.
FC: Factor de correccion (igual a 10).
EE(A): Efecto eritemogénetico de la radiacion de la onda A.
I(4): Intensidad del sol en la longitud de onda A.
Abs(1): Absorbancia de la solucion en la longitud de onda A.

La relacidn existente entre el Efecto Eritemogénico y la intensidad de la radiacion de cada
longitud de onda es constante (Quizhpi Cuesta, 2019) y se pueden encontrar los respectivos valores

en la Tabla 3.
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Tabla 3
Relacion entre el efecto Eritemogénico y la intensidad de la Radiacion de cada Longitud de
Onda.

Longitud de o5 295 300 305 310 315 320 Total
onda (nm)

EE(A) -1(A) 0,0150 0,0817 0,2874 0,3278 0,1864 0,0839 0,0180 1,000
Nota. Adaptado de (Quizhpi Cuesta, 2019).

4.2.2 Incorporacion de los polifenoles a la crema cosmética

Se realizo la incorporacion de los polifenoles a la crema cosmeética tras llevar a cabo
pruebas en las que se observaron cualitativamente factores como: dilucién de los polifenoles en la
emulsion y compatibilidad de la crema con la metodologia establecida para medir FPS por medio

de espectrofotometria.

Para el desarrollo del proyecto se us6 una crema cosmética O/W disefiadas por L.Aguilar y
J.Hernandez durante el curso “Cosméticos: analisis sensorial y produccion” avalado por el Comité
Operativo de Investigacion y Extension en la sesion del 03 de agosto de 2022. (Herndndez Mesa,
2022). En la Tabla 4 se pueden observar las materias primas, porcentajes y proceso de elaboracion

de la crema.

Tabla 4
Formulacion O/W 'y su proceso de elaboracion.

Formula General ./
Proceso de elaboracion.

Fase Ingredientes %Base

Cetiol C5 15,400 1) Pesar la fase A en un recipiente auxiliar.
A Emulium Dolcea 6,160 2) Pesar B en el recipiente principal.

Brij L23 2,053 3) Calentar A a 80°C, posteriormente

Agua 63,203 mezclar con homogeneizador por 3 minutos
B Glicerina 10,267 a 3000rpm.

Goma Xanthana 0,513 4) Calentar B a 75°C, a continuacion,

Euxyl PE 9010 1,027 incorporar la fase A y homogenizar con ultra
C Acido citrico (solucion al 10%) 0,144 turrax a 3000rpm por 10 minutos.

Patch H20 1,027 5) Aumentar la agitacion a 5000rpm por 3

Vitamina E 0,103 minutos.
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Formula General Proceso de elaboracion
Fase Ingredientes %Base )
Fragancia 0,103 6) Dejar enfriar la emulsion, cuando la
temperatura sea inferior a 40°C agregar la
TOTAL 100,0 fase C y mezclar con homogeneizador a

3000rpm por 5 minutos.

4.2.3 Evaluacion de la absorbancia por medio de espectrofotometria a las cremas

A cada una de las cremas seleccionadas en 4.2.2 se les realizé la metodologia establecida
en 4.2.1, reemplazando la muestra inicial, es decir, los 0,59 de extracto concentrado de polifenoles

fueron sustituidos por 0,5g de la emulsion cosmética a evaluar.

4.2.4 Célculo de la eficiencia dosis respuesta como filtro solar usando una aproximacion
espectrofotométrica

Se compararon el valor de FPS obtenidos para el extracto y los obtenidos para cada una de
las cremas enriquecidas con polifenoles, para tal fin, se usé la Ecuacién 4 que calcula el porcentaje

de la eficiencia dosis respuesta como filtro solar desarrollada por Mansur (Quizhpi Cuesta, 2019).

FPScrema

% Eficiencia dosis respuesta FPS = * 100 (Ec.4)

FPSpolifenoles

4.3. Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto de cacao

4.3.1 Evaluacion de la formulacion cosmética apropiada para realizar ORAC

Se selecciono la formula que presentd mayor compatibilidad con el método ORAC; es decir
aquella que tiene la mayor capacidad de disolverse en tampén fosfato pH 7,4. Para esto se
realizaron ensayos preliminares en los que se comparé cualitativamente una formulacion O/W 'y

otra W/O con el criterio anteriormente mencionado. Al mismo tiempo se reviso la bibliografia para
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seleccionar los porcentajes a agregar de polifenoles a la formulacién finalmente seleccionada. No

se realizo un disefio de experimentos.

4.3.2 Estabilidad preliminar de la crema cosmética

Con el fin de determinar la compatibilidad de las materias primas, las cremas se sometieron
a una prueba de estabilidad preliminar de 12 dias, en donde cada crema se incub6 a 4° C y a 40°
C cada 24 horas. Adicionalmente, se realiz6 un registro fotografico cada 4 dias para evaluar el

cambio de coloracién y determinar su compatibilidad.

4.3.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC

Para la determinacion de la capacidad antioxidante de la crema cosmética se realizo el
ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) siguiendo la metodologia
propuesta por Ou (Ou et al., 2001). Se preparé fluoresceina de trabajo (8,16 - 10° M en 75 mM de
tampon fosfato con pH 7,4); de esta solucion se agregaron 150 pL en microplacas de noventa y
seis pozos. De la misma forma, se agregaron 25 pL de tampodn fosfato a 75 mM y pH 7,4 como
blanco y 4,8,12,16,20 uM Trolox se utilizaron como patrones en las placas. De igual manera, se
prepararon soluciones de 4-20 uM de crema cosmética después de haber agregado el extracto de
cacao a ésta. Después de esto, se incubaron a 37° C por 10 minutos en un lector de microplacas

(Qu et al., 2001).

La reaccion se inicio mediante la adiccion de 25 pL de solucion de APPH (153 mM en
tampon fosfato 75 mM, pH 7,4). Las muestras y las soluciones patron de Trolox se analizaron por
duplicado. El decaimiento de la fluoresceina se monitore6 cada minuto por una hora, utilizando

longitudes de onda de 485 nm.
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Los valores finales de ORAC se calcularon utilizando una ecuacion de regresion entre la
concentracion de Trolox y el area neta bajo la curva del decaimiento de la fluoresceinay se expreso

como equivalentes de Trolox en micromoles por gramo de muestra.

El &rea bajo la curva (AUC) se calculdé como:

_ holfe s fir fi
Aavc=1+24 240 To R (Ec.5)

Donde £, es la lectura inicial de fluoresceina en el minuto Oy f; es la lectura de fluoresceina

en el minuto i.

Los datos se analizaron aplicando la ecuacion 5 en una hoja de céalculo de Microsoft Excel
para calcular el AUC. ElI AUC neto se obtuvo restando el AUC del blanco de la muestra. El valor

de ORAC (equivalentes de Trolox) se calculé como:

AUC. tra—AUCp Molaridad del trolox
ORAC = AUénues ra_AUC lanco * — : (ECG)
Trolox Blanco olaridad de la muestra

4.3.4 Comparacion de la capacidad antioxidante respecto a formulacion con vitamina E

Se realiz6 el método ORAC presentado en 4.3.1 reemplazando los polifenoles en la
formulacién de la crema cosmética en 4.2.2 por vitamina E y se compar6 cuantitativamente los

resultados obtenidos entre las muestras.

5. Resultados

5.1 Extraccion y cuantificacion de polifenoles de los granos de cacao
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5.1.1 Desengrasado y extraccion de polifenoles al cacao

En la Tabla 5 se puede apreciar la cantidad de extracciones, las fechas en que se realizaron
cada una ellas, las fechas en que fueron ingresados los extractos ricos en polifenoles al proceso de
liofilizacion y la cantidad de polifenoles obtenidos. Es importante mencionar que cada extraccion
usaba 129 de cacao desengrasado. Con estos resultados es posible decir que el rendimiento de las

extracciones es de un 6% lo que concuerda con los rendimientos mostrados en (Toro-Uribe et al.,

2018).
Tabla 5
Cantidad de extraccion y cantidad de polifenoles obtenidos.
Lote Fecha Cantidad Fecha Polifenoles
Extraccion Extracciones Liofilizado Liofilizados (g)
1 22/02/23 1 06/03/23 1,821
2 16/03/23 4 28/04/23 5,093
3 23/03/23 4 15/05/23 7,703
4 29/03/23 3 15/05/23 3,809

5.1.2 Cuantificacién de polifenoles

Para realizar la cuantificacion se mezclaron todos los lotes de polifenoles e inicialmente se
traz6 una curva de calibracion usando las diluciones indicadas en la Tabla 2. En la Figura 3 se

puede apreciar la curva de calibracion obtenida con su respectiva ecuacion de la rectay R?.
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Figura 3
Curva de calibracién con Acido galico.
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Concentracion de acido gilico

Con la ecuacion de la recta obtenida se realizo el calculo de mg EAG por gramo de muestra
usando la Ecuacion 2, para esto se determiné la DO (densidad Optica) por duplicado a 765nm a
una solucidén polifenoles: agua destilada. Se iter6 para obtener la cantidad (g) de polifenoles a
utilizar ya que la DO leida por el espectrofotometro no podia superar los 1,836nm siendo este es
el valor méximo en la curva de calibracion, de esta forma se lleg6 a que la solucién madre para
cuantificacién fuera de 0,051g de polifenoles liofilizados en 15ml de agua destilada. A
continuacion, se siguid la metodologia presentada en 4.1.2.2. Finalmente, la absorbancia de todas
las soluciones se evalu6 a la longitud de onda antes mencionada. Las densidades Gpticas obtenidas
para muestra y duplicado fueron 0,791 nm y 0,866 respectivamente. Los datos recopilados fueron

utilizados en la Ecuacion 2, dando como resultado los valores escritos en la Tabla 6.

Tabla 6
Resultados cuantificacion.
. mg EAG
Concentracion ( o de polifencles fenoles)
Muestra 201,5002
Duplicado 221,2396

Concentracion promedio 211,3699+13,958
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El extracto de cacao muestra un alto contenido de polifenoles, esto comparado con
resultados como los encontrados por Ibarra Cabrera (Ibarra Cabrera, 2018) quienes cuantificaron
los polifenoles presentes en diferentes clones de cacao regionales de Narifio, y encontraron un
contenido de polifenoles totales entre los 35,34 a 56,33 mg EAG/g de extracto. En este mismo
estudio se menciona el trabajo de Zapata et al, 2013, denominado “Efecto de la fermentacion sobre
la actividad antioxidante de diferentes clones de cacao colombiano” donde se reporta un intervalo
entre 21,69 a 38,64 mg EAG/g de extracto de contenido de polifenoles en granos sin fermentar

(Zapata Bustamante et al., 2013).

Sin embargo, en estudios realizados, los valores reportados se encuentran en un intervalo
mayor el cual esta entre los 63 y 66 mg EAG/g (Actividad antioxidante de clones de cacao
(Theobroma cacao 1.) finos y aromaticos cultivados en el estado de Chiapas-México, s. f.). La alta
concentracion de polifenoles en este estudio se debe a factores como la variedad del grano
utilizado, el lugar de origen, las condiciones de recoleccion, el proceso de postcosecha, la
inactivacion de la enzima PPO y el almacenamiento teniendo en cuenta lo reportado por Wollgast

& Anklam (Wollgast & Anklam, 2000).

5.2 Estudio de la propiedad como filtro solar de los polifenoles

5.2.1 Evaluacion del FPS por medio de espectrofotometria a los polifenoles

Siguiendo la metodologia explicada en 4.2.1, se recopilaron los valores de absorbancia

medidos en la Tabla 7.
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Tabla7
Absorbancias obtenidas para el extracto concentrado de polifenoles

Longitud de onda (nm)
290 295 300 305 310 315 320
Muestra 1,2790 0,7975 0,4510 10,3435 0,2910 0,2595 0,2753
Duplicado 1,3305 0,8235 0,4550 0,3440 0,2910 0,2585 10,2335
Media 1,3048 0,8105 0,4530 0,3438 0,2910 0,2590 0,2544

Absorbancia

Para el calculo de FPS del extracto rico en polifenoles se uso la Ecuacién 3, las constantes
de la Tabla 3 y las absorbancias medias previamente citadas en la Tabla 7, dando como resultado

un FPS de 4,0885+0,024.

En el estudio de Herndndez y Pardo (Hernandez Castillo & Pardo Ruiz, 2015) se calculd el
FPS utilizando extracto de cascara de papa con diferentes solventes; alcohélico y glicélico, dando
valores de 4,39 y 4,33 respectivamente, siendo clasificados como aptos para filtros solares. Por lo
tanto, los extractos usados en este trabajo también pueden considerarse como promisorios para ser

usados como filtros solares.

Sin embargo, mencionan el hecho de que, al ser medido en extracto, el valor FPS puede
aumentar o disminuir debido a que existen factores que afectan la determinacién de este cuando

estan presentes en la formulacion.

5.2.2 Incorporacion de los polifenoles a la crema cosmética

Para el desarrollo del proyecto se uso la formulacion presentada en la Tabla 4 en 4.2.2. Se
realizaron pruebas para elegir la fase en la cual era mejor incorporar los polifenoles ya que estos
son sensibles al calor, por lo que al ser sometidos a altas temperaturas se destruyen parte de ellos
(¢ Qué son los polifenoles y por qué son buenos? | Newscience, s. f.), por este motivo se descartd

la posibilidad de incorporarlos en las fases A y B, se tomd la decision de agregarlos en la fase C
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cuando la emulsion ya se encuentra formada; ademas, para verificar la incorporacion de los
polifenoles a la emulsion se realizd microscopia y los resultados obtenidos se pueden observar en
la Figura 4, donde la fase dispersa de la emulsion tiene una apariencia uniforme, sin particulas
presentes, ni burbujas de aire en exceso, es por esto que con ella se puede concluir que los

polifenoles logran homogenizarse de forma correcta al agregarlos en la fase seleccionada.

Figura 4
Resultados microscopia tomada con el objetivo 4x, para emulsion O/W agregando polifenoles en
la fase C (a) en comparacion con una emulsién O/W sin polifenoles (b).

a) Microscopia crema
O/W agregando los
polifenoles en la fase C.

b) Microscopia crema
O/W sin polifenoles.

Una vez seleccionada la fase de incorporacién para los polifenoles, éstos se agregaron a la
emulsion en diferentes porcentajes, notando asi que cuando se superaba el 1% p/p en la crema, los
polifenoles no se homogenizaban en su totalidad como se puede apreciar en la Figura 5, en donde
en (b) se presenta una emulsion con 1,25% p/p de polifenoles y se puede apreciar que la fase
dispersa no es homogénea, ya que tienen diferentes tamarios de gota y de distintas formas, similar
al agregar polifenoles al 1,5 % como se aprecia en la (c), por otra parte, en la (a) se muestra la
emulsion al incorporarle 1% de polifenoles, alli se presenta una fase dispersa homogénea, donde

los tamafios de gota son similares y no se presentan diferentes formas en la fase continua, por esto
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los porcentajes seleccionados para este estudio fueron el 0,1%, 0,45% y 1% p/p, estos valores se
encuentran dentro del sugerido por la bibliografia en donde el porcentaje para filtros solares
organicos esta entre 0,1% y 30% p/p (Rosevear et al., 2010); mientras que para filtros solares
inorganicos el Comité Cientifico de la Seguridad de los Consumidores reglamenta un maximo de
25% (BOE.es - DOUE-L-2021-80676 Reglamento (UE) 2021/850 de la Comision de 26 de mayo
de 2021 por el que se modifica y corrige el anexo Il y se modifican los anexos 11, IV y VI del
Reglamento (CE) n° 1223/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, sobre los productos

cosmeéticos., s. f.).

Figura 5

Resultados microscopia tomada con el objetivo 4x, al agregar méas de un 1% p/p de polifenoles a
la emulsion O/W (b) y (c), comparados con una emulsién en la que si se lograron homogenizar
de forma correcta los polifenoles (a).

a) Microscopia b) Microscopia c) Microscopia
emulsion con 1% p/p emulsion con 1,25% emulsion con 1,5%
de polifenoles. p/p de polifenoles. p/p de polifenoles.

A continuacion, se realizaron pruebas siguiendo la metodologia para la evaluacion de FPS,
no se presentaron problemas al realizar las diluciones en etanol al 70%, por esto se procedid a
disefiar las cremas con las cuales se realizarian las mediciones finales, en la Tabla 8 se pueden
observar los 3 prototipos con polifenoles E1:0,1%, E2:0,45% y E3:1%. El proceso de elaboracion

es el mismo que se explicé en la Tabla 4.
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Formulacién para la evaluacion de FPS por medio de espectrofotometria y sus variaciones para

cada prototipo.

Formula General E1l E2 E3
Fase  Ingredientes % Base % % %
Cetiol C5 15,400 15,385 15,331 15,246
A Emulium Dolcea 6,160 6,154 6,132 6,099
Brij L.23 2,053 2,051 2,044 2,033
Agua 63,203 63,140 62919 62,571
B Glicerina 10,267 10,257 10,221 10,164
Goma Xanthana 0,513 0,513 0,511 0,508
Euxyl PE 9010 1,027 1,026 1,022 1,016
Acido citrico (solucion al 10%) 0,144 0,144 0,143 0,142
C Extracto 0,000 0,100 0,450 1,000
Patch H20 1,027 1,026 1,022 1,016
Vitamina E 0,103 0,103 0,102 0,102
Fragancia 0,103 0,103 0,102 0,102
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00

5.2.3 Evaluacion de la absorbancia por medio de espectrofotometria a las cremas

Siguiendo la metodologia explicada en 4.2.3 se recopilaron en la Tabla 9 los valores de

absorbancia medidos, para cada uno de los prototipos (E1: 0,1%, E2:0,45% y E3:1%) y sus

respectivos duplicados (D1: 0,1%, D2:0,45% y D3:1%).

Tabla 9

Absorbancias obtenidas para cada uno de los prototipos (E1:0,1%, E2:0,45% y E3:1%) y sus

respectivos duplicados (D1:0,1%, D2:0,45% y D3:1%).

Longitud de Onda(nm)
290 295 300 305 310 315 320
El 0,874 0,627 0,361 0,270 0,225 0,200 0,182
DI 0,847 0,605 0,345 0,256 0,213 0,189 0,172
Medial 0,861 0,616 0,353 0,263 0,219 0,195 0,177
Absorbancia E2 0,909 0,663 0,376 0,281 0,235 0,210 0,191
D2 0,933 0,681 0,386 0,289 0,243 0,216 0,197
Media2 0,921 0,672 0,381 0,285 0,239 0,213 0,194
E3 0,981 0,724 0,439 0,344 0,298 0,271 0,250
D3 0,885 0,632 0,356 0,264 0,220 0,195 0,177
Media3 0,933 0,678 0,398 0,304 0,259 0,233 0,214
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Para el célculo de FPS de cada uno de los prototipos de crema cosmética se usé la Ecuacion
3, las constantes de la Tabla 3, y las absorbancias medias previamente citadas en la Tabla 9, dando
como resultado los siguientes valores, para E1 el FPS se calculé usando la media 1 dando un valor
de 3,1122+0,104, para E2 se uso la media 2 y el FPS resultante fue de 3,3284+0,033 y el FPS de

E3 se evalué usando la media 3 dando como resultado 3,5495+0,575.

En la Tabla 10, se establece el % de reduccion de la radiacion UV producida por diferentes

ndmeros de FPS.

Tabla 10

Porcentaje de reduccion de radiacion UV vs FPS
FPS REDUCCION (%)

2 50

4 75

8 87,5

16 93,75

32 96,88

64 98,44

Nota. Adaptado de (Dermatologia Practica. Actualizacion de Conocimientos y Experiencia
Docente. 2007 — Segunda Edicidn, s. f.).

Teniendo en cuenta los valores de reduccion de la radiacion UV a los diferentes niameros
FPS en la Tabla 10, se observa una diferencia significativa entre el valor FPS de los polifenoles
(4,0885) y de las cremas cosmeéticas (3,1122; 3,3284; 3,5495). Mientras que el extracto del grano
de cacao por si solo reduce en un 75% la radiacion UV, cuando se agrega a la crema cosmetica

reduce solamente entre un 60 y 75 % de esta misma.

Esta disminucion se corrobora al observar los resultados obtenidos por Samillan (Samillan
Moya, 2018) en su trabajo de investigacion para determinar el factor de proteccion solar de una

crema a base de liofilizado de cascara de maracuya, donde obtienen un valor FPS de 5,52 para la
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crema cosmeética y de 28,06 para el extracto de cascara de maracuya. Tal como se muestra en los
resultados anteriormente mencionados y los resultados obtenidos en el presente estudio, el valor

FPS se ve disminuido significativamente al incorporar el extracto en formulaciones cosméticas.

El valor FPS varia dependiendo del extracto polifenolico utilizado; valores FPS
encontrados para formulaciones cosmeticas con extracto de Maca a concentraciones entre el 1%
al 10% presentan una actividad fotoprotectora del 75% al 87,5% de reduccion UV con nimeros
FPS del 5,202 al 8,354 respectivamente (Prudencio Quiroz & Bustamante Arroyo, 2018),
demostrando que estos presentan actividad fotoprotectora en sus formulaciones en mayor

proporcion al extracto de grano de cacao.

5.2.4 Calculo de la eficiencia dosis respuesta como filtro solar usando una aproximacion
espectrofotométrica

Se utilizo la Ecuacién 4 para calcular el porcentaje eficiencia dosis respuesta para cada uno
de los prototipos evaluados, dando como resultado los siguientes valores, para E1 el porcentaje
eficiencia dosis es de 76,1219%, para E2 es de 81,4082% y para E3 el porcentaje es 86,8166%.
Con estos resultados es posible concluir que entre mayor porcentaje de polifenoles se incorporen
a la formulacion mayor sera el FPS de las cremas, igualmente, la eficiencia posee una relacion
directa con el FPS, esto se puede apreciar en la Ecuacion 4, es por esto que crece conforme sea
mayor la cantidad de polifenoles agregados. Adicionalmente, al comparar con la bibliografia fue
posible concluir que el aumento del FPS es proporcional conforme se incrementa la cantidad de
polifenoles (Prudencio Quiroz & Bustamante Arroyo, 2018), resultado que se cumple en este

estudio.

5.3 Determinacion de la capacidad antioxidante del extracto de cacao
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5.3.1 Evaluacion de la formulacion cosmética apropiada para realizar ORAC

Se utilizé la misma formulacion mencionada en 5.2.2 para realizar pruebas preliminares
que buscaban estudiar la compatibilidad de la metodologia ORAC con la emulsion O/W observada
en la Tabla 4, para esto se realizaron diluciones de prueba en tapon fosfato pH 7,4 dando un

resultado positivo al no presentar dificultad para disolverse.

La emulsion de la Tabla 4 usa el tocoferol acetato (vitamina E) como protector de la
degradacion de la formula evitando la oxidacion de las grasas que dan lugar a enranciamientos que
hacen que el aspecto y olor de las cremas se tornen desagradable (Por qué se enrancian las grasas
y aceites? | Palmas, s. f.), esta materia prima, segun la bibliografia, se usa en dosis que oscilan
entre 0,1% y 1% p/p («Vitamina E Acetato. Tocoferol», s. f.), por lo que para el desarrollo de este
proyecto se decidio usar 0,1%, 0,45% y 1% p/p de agente antioxidante. En la Tabla 11 se pueden
observar los prototipos E0:0%, E1:0,1%, E2:0,45% y E3:1%, cuyo proceso de elaboracién se
especifica en la Tabla 4, se fabricaron 2 cremas para cada porcentaje, una con tocoferol acetato y

otra con polifenoles.

Tabla 11
Formulacion para la medicion de la capacidad antioxidante y sus variaciones para cada
prototipo.

Formula General EO0 E1l E2 E3
Fase  Ingredientes % Base % % % %
Cetiol C5 15,416 15,416 15,401 15,347 15,262
A Emulium Dolcea 6,166 6,166 6,160 6,139 6,105
Brij L23 2,055 2,055 2,053 2,046 2,035
Agua 63,268 63,268 63,205 62,984 62,636
B Glicerina 10,277 10,277 10,267 10,231 10,175
Goma Xanthana 0,514 0,514 0,513 0,512 0,509
Euxyl PE 9010 1,028 1,028 1,027 1,023 1,017
C Acido citrico (solucién al 10%) 0,144 0,144 0,144 0,143 0,142
Antioxidante 0,000 0,000 0,100 0,450 1,000

Patch H20 1,028 1,028 1,027 1,023 1,017
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Formula General E0 E1 E2 E3
Fase  Ingredientes % Base % % % %
Fragancia 0,103 0,103 0,103 0,102 0,102
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

5.3.2 Estabilidad preliminar de la crema cosmética

Durante la elaboracion de las cremas se hizo evidente que al agregar los polifenoles a la
formulacion; éstos le otorgaban una coloracién como se puede apreciar en la Figura 6. Este cambio
en la emulsion fue completamente esperado ya que en la Figura 7 se observa que los polifenoles

poseen una tonalidad morada oscura.

Figura 6

Crema O/W con polifenoles (a), (b), (c) y crema O/W con vitamina E (d), (e), (f) en los diferentes
porcentajes planteados, E1: 0,1%, E2:0,45% y E3:1%. Fotos tomadas el dia 1 de la fabricacion
de cada prototipo.

b) E2 polifenoles c) E3 polifenoles

d) E1 Vitamina E e) E2 Vitamina E f) E3 Vitamina E
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Figura7
Polifenoles extraidos de granos de cacao

Igualmente se evidenci6 que los prototipos con polifenoles al pasar los dias presentaban un
cambio en su coloracion, como se puede observar en la Figura 8 para las cremas con 1% p/p de

polifenoles comparado con las cremas con el mismo porcentaje de Vitamina E.

Figura 8

Comparacion en la coloracion para una emulsién con polifenoles (a), (b), (¢) y (d) y una con
Vitamina E (e), (f), (g) y (h), cremas almacenadas durante 12 dias a temperatura ambiente
(23°C).

d) E3 Polifenoles, dia

12a23°C
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e) E3 Vitamina E, dia

0a23°C

f) E3 Vitamina E, dia

4a23°C

g) E3 Vitamina E, dia
8a23°C

h) E3 Vitamina E, dia
12 a23°C

Debido a lo mencionado anteriormente, se determino una estabilidad preliminar de 12 dias

a los prototipos (se llevo un registro fotografico cada 4 dias) en la que se siguid la metodologia

explicada en 4.3.2, esto con la intencion de aclarar si el cambio de color en las cremas se debia a

un proceso oxidativo o a una incompatibilidad de los polifenoles con la formulacion. Se uso el

Software ImageJ para analizar cuantitativamente la colorimetria por medio de histogramas donde

el programa le otorgaba un valor promedio al color de la emulsion, valor que se encuentra en el

rango de 225 a 0, siendo 225 el blanco y 0 el negro en escala de grises (Kunik, s. f.), de modo que

entre mas alto el valor asignado al prototipo, mas se acercaba al color blanco la emulsion y entre

mas bajo el nUmero mas oscura se observaba la crema. En la Figura 9 se pueden observar los

histogramas de los prototipos mostrados en la Figura 6.

Figura 9

Histogramas de prototipos con polifenoles (a), (b) y (c) y con vitamina E (d), (e) y (f), en azul se
resalta el valor promedio otorgado por el software ImageJ a cada una de las cremas.
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b) E2 Polifenoles
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0 Intensity (unweighted) 255 0 Intensity (unweighted) 255 0 Intensity (unweighted) 255
N: 56411 ) Min: 131 N: 56844 Min: 133 N: 51676 Min: 129
Mean: 152.614 Max: 252 lean: 153,633 Max: 251 lean: 153.495 Max: 252
eV 6. Mode: 151 (20970) StdDev: 7.427 Mode: 154 (15571) StdDev. 7.645 Mode: 151 (12324)
Value: 166 Count: 35 Value: 105 Count: 0 Value: 111 Count: 0
d) E1 Vitamina E e) E2 Vitamina E f) E3 Vitamina E

En la Figura 10 se pueden apreciar los valores promedio del mean proporcionado por los
histogramas para cada uno de los prototipos durante el estudio de estabilidad preliminar (CT,
Cambios de temperatura), se tomé como referencia una crema de cada prototipo almacenada a
temperatura ambiente (RT, Temperatura de la habitacion). Con estos resultados fue posible
concluir que el cambio de color que se presenta es debido a los polifenoles, pues las emulsiones
con vitamina E no presentaron un cambio significativo de color, del mismo modo la crema que no
poseia ningln agente antioxidante, no presento cambios. Esto se atribuye a dos propiedades que
poseen los polifenoles, su sensibilidad a luz y a la temperatura, factores que inducen una
degradacion en los compuestos fendlicos (¢Qué son los polifenoles y por qué son buenos? |
Newscience, s. f.). Las emulsiones cosméticas fueron estudiadas en temperaturas y exposicién
luminica superiores a las sugeridas por la bibliografia para la correcta conservacion de los
polifenoles liofilizados (frascos ambar y temperatura de 4°C) (Toro-Uribe, 2018), ocasionando

una clara degradacion de estos lo cual se refleja en las cremas con un cambio de color.



EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y FPS A UN CREMA COSMETICA

Figura 10

43

Recopilacion de resultados para cremas almacenadas durante 12 dias a temperatura ambiente
(a) y cremas sometidas a estabilidad preliminar (b).
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a) Resultados para cremas almacenadas a temperatura
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b) Resultados para cremas sometidas a estabilidad
preliminar.

Nota. En la ordenada Y se presentan los valores promedio otorgados por el software ImageJ para
cada uno de los prototipos (eje X), estos valores oscilan entre 225(blanco) y 0(negro) para la escala

de grises (Kunik, s. f.).

5.3.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC

Siguiendo la metodologia explicada en 4.3.3 se recopilaron los valores de capacidad

antioxidante medidos por el método ORAC en la Tabla 12 para los prototipos (E1:0,1%, E2:0,45%

y E3:1% p/p) y un blanco que no presenta polifenoles ni vitamina E en su composicion (EQ), con

sus respectivos duplicados (D1: 0,1%, D2:0,45%, D3:1% y D0:0% p/p).

Tabla 12

Valores de capacidad antioxidante medida por el método ORAC en pmol/g de muestra medidos
a los prototipos E1, E2, E3 y EO con sus respectivos duplicados.

ORAC (umol trolox/g mtra)

Muestra Duplicado Valor de p
E1l 1731,38 + 543,88  1297,21 +205,96  0,5839
E2 4884,46 + 605,16  5282,58 + 448,08  0,9935
E3 9492 57 + 370,74  9478,47 + 11,05 0,9997
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ORAC (umol trolox/g mtra)
Muestra Duplicado Valor de p
EO 596,77+ 320,38 633,52 + 205,96 0,5566

Se emple6 un andlisis de varianza (ANOVA) como una herramienta para determinar las
diferencias significativas entre las muestras y duplicados recolectados en la Tabla 12. De esta
manera, se determind que para ambas mediciones no existe variacion estadisticamente relevante
entres la muestra y duplicado debido a que el valor de p es en todos los casos >0,05 por lo que

acepta la hipotesis nula.

Los valores de capacidad antioxidantes varian considerablemente entre los tres prototipos
que contienen polifenoles. Se observa un aumento significativo proporcional a la cantidad de
polifenoles en la crema cosmética, siendo 596,77+ 320,38; 1731,38 + 543,8; 4884,46 + 605,16 y
9492,57 + 370,74 umol/g mtra los valores obtenidos para las concentraciones de 0; 0,1%; 0,45%
y 1% respectivamente, lo cual indica un aumento en la capacidad antioxidante en la formulacion
cosmética. Este mismo método fue empleado para determinar la capacidad antioxidante de
diferentes clones de cacao colombiano por Zapata (Zapata Bustamante et al., 2013), encontrando
que este valor varia entre 1473,22 y 2873,58 pumol trolox/g mtra. De igual manera el Grupo de
Investigacion en Tecnologia Farmacéutica, Cosmética y de Alimentos, GITFCA, realiz
mediciones de capacidad antioxidante a una emulsién de aceite esencial de Plectranthus
amboinicus L encontrando resultados entre 1990,97 y 2010,11 pmol trolox/g mtra (Evaluacion de
indicadores fisicos y quimicos de una emulsion con aceite esencial de Plectranthus amboinicus L
| Pajaro Castro | Revista Cubana de Farmacia, s. f.); con base en estos resultados se evidencia

que las formulaciones cosméticas enriquecidas con extractos polifenélicos de cacao tienen una alta
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capacidad antioxidante para las formulaciones E2 y E3 teniendo en cuenta que los valores

anteriormente mencionados fueron tomados de extractos puros y de una emulsion estable.

5.3.4 Comparacion de la capacidad antioxidante respecto a formulacion con vitamina E

Los valores obtenidos de capacidad antioxidante para las cremas con vitamina E se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13
Valores de capacidad antioxidante medida por el método ORAC en pmol/g de muestra medidos
a los prototipos E1, E2 y E3 con vitamina E.

ORAC (umol/g mtra)

El 1168,93 + 210
E2 1340,91 + 114,44
E3 1525,44 + 198

En la Figura 11, se muestra la comparacion entre los valores de capacidad antioxidante, en
donde se aprecia una diferencia significativa, siendo mayor para las formulaciones que contienen
polifenoles en su composicion, demostrando cuantitativamente que es un buen aditivo para

prevenir del dafio oxidativo en cremas cosméticas.
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Figura 11
Comparacion de la capacidad antioxidante medida por ORAC entre crema con polifenoles y
crema con vitamina E.
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6. Conclusiones

Este estudio concluye que existe un aumento en la capacidad antioxidante en la formulacion
cosmética cada vez que aumenta el contenido de polifenoles, mostrandose como una alternativa
viable, a la vitamina E, la cual es el antioxidante cominmente utilizado en la industria cosmética.
En efecto, el extracto presentd 6 veces mas capacidad antioxidante que el tocoferol, segln las
mediciones ORAC realizadas.

La mayor eficiencia dosis-respuesta del factor de proteccion solar se presenta a 1% p/p de
concentracion de polifenoles, con un porcentaje del 86,81% en relacion con el extracto puro;
ademas estos valores representan un factor de proteccion que permite el bronceado moderado con
una reduccion de ente 60 a 75% la radiacion UV.

Con base en los datos y andlisis presentados se puede concluir que, los polifenoles
obtenidos a partir del grano de cacao son una buena fuente natural con un elevado potencial en el
desarrollo de diferentes formulaciones en los campos de la cosmética ya sea como ingrediente

principal o sinergista para actuar como protector solar o0 agente antioxidante. También se destaca
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que esta formulacion se debe conservar en condiciones especificas de temperatura y exposicion a

la luz, ya que presenta fotosensibilidad debido a la presencia de los polifenoles.

7. Recomendaciones

Se recomienda realizar pruebas de DPPH y FRAP a las cremas cosméticas con el fin de
corroborar la capacidad antioxidante obtenida para cada uno de los prototipos evaluados.

Se sugiere realizar un estudio de estabilidad acelerada a la emulsion con polifenoles y con
Vitamina E, con el fin de comparar el comportamiento mediante la determinacion del “Period
After Opening”.

Se recomienda evaluar el comportamiento de los polifenoles en una bb cream dado que la

que las cremas obtenidas en este estudio poseian color.
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