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RESUMEN

Se formularon cristales liquidos liotropicos a partir de la mezcla de surfatantes Tween 40/Span 20 a un
HLB de 11, utilizando agua como disolvente y aceite de canola como fase lipidica. Se construyeron los
diagramas ternarios y en las concentraciones en las que la mezcla ternaria formd cristales liquidos se
incluyo beta caroteno como molécula portadora. Los cristales liquidos blanco y con la biomolécula se
analizaron mediante microscopia de luz polarizada, calorimetria diferencial de barrido, Indice de
refraccion, tamaio de particula y FTIR. Los diagramas de fase mostraron que los CLL podian formarse
con mezclas de surfactantes que oscilaban entre el 40 y el 63%. La concentraciéon de W es la variable
que tiene myor influencia y se observo que cuando se incrementa el contenido de W hay un aumento
del tamafio de particula, disminucion en el IR y aumento en la viscosidad aparente. Del andlisis térmico
se puede concluir los CLL formulados tienen buena estabilidad térmica, dado que se requieren
temperaturas arriba de 60°C para causar inestabilidad o cambios irreversibles. La mejor proteccion de
B-c se logré cuando la relacion entre O+B-c:TxSy:W fue de 36:54:10, y esta formulacion mostro la
mayor birrefringenciay la menor degradacion. Las estructuras liquidas lipotropicas formuladas tienen
la capacidad para retener y proteger el B-caroteno y dado que la inclusion de esta biomolécula fue la
variable que tuvo menos aporte en la modificacion de las caracteristicas de los CLL, se puede inferir
que son viables para la incorporacion nutracéuticos y bioactivos, que pueden ser utilizados en el

desarrollo de nuevos alimentos.



ABSTRACT

Lyotropic liquid crystals were formulated from the Tween 40/Span 20 surfactant mixture at an HLB of
11, using water as the solvent and canola oil as the lipid phase. Ternary diagrams were constructed and at
concentrations where the ternary mixture formed liquid crystals, beta-carotene was included as a carrier
molecule. The white and biomolecule liquid crystals were analyzed by polarized light microscopy,
differential scanning calorimetry, refractive index, particle size and FTIR. Phase diagrams showed that
LLCs could be formed with surfactant mixtures ranging from 40 to 63%. W concentration is the most
influential variable, it was observed that when W content increases there is an increase in particle size,
decrease in IR and increase in apparent viscosity. From the thermal analysis it can be concluded that the
formulated LLCs have good thermal stability, since temperatures above 60C are required to cause
instability or irreversible changes. The best protection to -c was achieved when the ratio of O+f-
c¢:TxSy:W was 36:54:10, and this formulation showed the highest birefringence and the lowest
degradation. The formulated lipotropic liquid structures have the ability to retain and protect B-carotene
and since the inclusion of this biomolecule was the variable that had the least contribution in modifying
the characteristics of LLCs, it can be inferred that they are viable for the incorporation of nutraceuticals

and bioactives, which can be used in the development of new foods.
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1. INTRODUCCION

Los cristales liquidos son un estado de la materia que combina el orden y la movilidad a diferentes
niveles, es decir, desde el nivel molecular hasta niveles macroscépicos. Esta combinacion permite
que dicho sistema responda a diferentes estimulos externos tales como temperatura, campo
magnético, campo eléctrico, tensidn mecanica, luz, reaccion quimica y reaccion electroquimica para

posteriormente encontrar una nueva configuracion de minima energia (Li, 2014).

Los cristales liquidos se dividen por su mecanismo de formacion en termotropicos y liotropicos,
estos ultimos, corresponden a sistemas dispersos que se forman a partir de mezclas de moléculas
anfifilicas (surfactantes como Tween y Span) con disolventes (agua), los cuales, al solvatarse forman
agregados moleculares con distinta ordenacion (Singh, 2000), estos acomodos estructurales dependen
de la concentracion del surfactante y determina el tipo de fase de cristal liquido liotropico que se

exhibe (Andrienko, 2018).

Este tipo de estructuras han sido ampliamente utilizadas en la industria cosmética y farmacéutica,
caracterizandose por ser una opcioén prometedora en la entrega selectiva y liberacion controlada del
compuesto activo (Hagage-Dobensky et al., 2017; Li et al., 2019; Chu et al., 2018; Xiazhong et al.,
2012). En la naturaleza existe una amplia gama de compuestos lipofilicos importantes por sus
propiedades antioxidantes como el f-caroteno, que no pueden ser sintetizados por el ser humano y
su via de adquisicion es por medio de los alimentos (Kocher et al., 2014). Sin embargo, presentan
una alta labilidad frente a factores ambientales y una baja absorcion por sus caracteristicas quimicas
inherentes. Los cristales liquidos liotrépicos (CLL) cubren estas deficiencias, principalmente,
debido a su alta capacidad de solubilizacion para moléculas huésped, ademads, en estudios recientes
se ha demostrado la liberacion controlada y/o sostenida de moléculas solubilizadas en diferentes
matrices cristalinas liquidas liotropicas (Huang y Gui, 2018; Li et al., 2019) presentandose como

una opcion prometedora para aplicaciones alimentarias.

A lafecha existen pocos estudios cientificos enfocados en la caracterizacion y estabilidad de cristales
liquidos liotropicos formulados a partir de surfactantes como Tween 40/Span 20, para su uso como
matriz de proteccion y liberacion de B-caroteno, razon por la que éste trabajo propone relacionar los

pardmetros fisicoquimicos, estructurales y de estabilidad en la comprension de su posible uso.



2. ANTECEDENTES
2.1.  Cristales liquidos (CL)

Los cristales liquidos se pueden clasificar estructuralmente segun su posicion molecular en:
nematicos, esmécticos y colestéricos. Por otra parte, y segin el mecanismo responsable de la
transicion de fase, se clasifican como liotropicos, termotropicos y/o anfotropicos. Los liotropicos
son aquellos que se forman a partir de la mezcla entre moléculas de cardcter anfifilico con
disolventes como el agua, a una temperatura y concentracion especifica. En el caso de los
termotropicos, se obtienen al fundir un sélido cristalino, por lo tanto, la transicion de fase se induce
por cambios en la temperatura y/o presion (Andrienko, 2018). Finalmente, los materiales
anfotropicos son aquellos capaces de formar mesofases tanto termotropicas como liotropicas (Singh,

2000).
2.2.  Cristales liquidos liotropicos (CLL)

Los cristales liquidos liotropicos corresponden a la combinacion entre una o mas moléculas
anfifilicas como los surfactantes, con un disolvente. Tienen la capacidad de formar estructuras
ordenadas tanto en disolventes polares como no polares, y cuando esta clase de compuestos se
solvatan en un disolvente polar como el agua, las colas hidroéfobas y la cabeza hidréfila se tinen y
orientan, formando agregados moleculares llamados micelas o vesiculas para el caso de los

surfactantes provenientes de fosfolipidos (Wang et al., 2018).

Existen varios tipos de estructuras de cristal liquido lidtropico y se dividen en 3 grandes grupos:
lamelares, hexagonales y cubicas. Cada uno de estos diferentes tipos tiene un grado diferente de
ordenacion molecular dentro de la matriz del disolvente, y es la concentracion del surfactante y del
disolvente quien determina el tipo de cristal liquido liotropico que se exhibe. Sin embargo, también
es posible alterar el tipo de fase liotropica exhibida en cada concentraciéon cambiando la temperatura

(Li et al., 2016).

2.2.1. Componentes

De manera genérica y al igual que en los sistemas dispersos, uno de los factores que determina las
caracteristicas fisicoquimicas de los CLL son las variables de formulacion y composicion. Las
variables de formulacion tienen que ver especificamente con las caracteristicas inherentes de los
constituyentes (surfactante-agua-aceite) como lo es su estructura molecular, actividad superficial,

polaridad etc., que son susceptibles a influir sobre el sistema final (Salager et al., 2015).



2.2.1.1. Surfactantes

Los surfactantes son un grupo de compuestos anfifilicos que muestran una doble preferencia desde
el punto de vista electrostatico. Este grupo de compuestos son por su comportamiento tensoactivos
o de superficie activa, ya que, pueden modificar las propiedades de las superficies y las interfases
entre diferentes medios para formar agregados en disolucion acuosa y medios apolares (Lindman et
al., 2016). Segun el tipo de disociacion del grupo hidrofilico en fase acuosa, se denominan
surfactantes anionicos = éstersulfato, sulfonato, carboxilato; catidonicos = amonio cuaternario; no-

i6nico = polimero de 6xido de etileno y anfotéricos (Mukherjee et al., 2011).

Los surfactantes no-idnicos representan una importante clase de compuestos capaces de formar una
amplia variedad de mesofases en sistemas binarios, ternarios y cuaternarios (Selivanova etal., 2021);
poseen grupos como los etoxilatos, que muestran gran afinidad por las moléculas de agua, debido a
las interacciones dipolo-dipolo en los puentes de hidrogeno (Mulet et al., 2013). Estos surfactantes
no producen iones en solucidon acuosa y son compatibles con otros tipos de surfactantes, por lo que
pueden ser integrados en formulaciones complejas (Suna y Misra, 2018). En los tensoactivos no-
i6nicos, la solubilidad acuosa depende estructuralmente de la longitud de la cadena alquilica y de
las unidades de 6xido de etileno, y es precisamente la cadena del alquilo quien aporta la parte
lipofilica, por lo que, tensoactivos con una cadena de alquilo de 12 atomos de carbono y con mas de
5 unidades de 6xido de etileno suelen ser solubles en agua a temperatura ambiente (Lindman et al.,
2016). El comportamiento de fase de esta familia de surfactantes se influencia directamente por la
concentraciéon y temperatura, ya que, estos parametros tienen la capacidad de modificar la
solubilidad y las propiedades interfaciales (Lima et al., 2019). Los Tweens y Spans son surfactantes
de este tipo, que por su bajo peso molecular han sido utilizados de manera pura y sus mezclas en la

industria cosmética, farmacéutica y alimentaria (Azum et al., 2017; van der Asdonk et al., 2017).

2.2.1.2. p-caroteno

Los carotenoides son compuestos bioactivos de gran interés para la industria alimentaria, sin embargo,
solo agunos tienen potencial a nivel industrial. Los carotenoides que tienen al menos un grupo de -
ionona son precursores de vitamina A, y dado que el B-caroteno contiene dos anillos, puede ser buena
fuente de esta vitamina no sintetizable por los seres humanos (Park y Choi, 2022). El B-caroteno ha
sido de gran interés para la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética por su alta bioactividad

como precursor de retinoides (Bogacz-Radomska y Harasim, 2018). También, es un potente



antioxidante para la prevencién de céanceres, enfermedades coronarias, degeneracion macular
relacionada con la edad, etc. (Fernandez-Garcia, 2012), ademas, ayuda a controlar los defectos en la
vision, mejora la salud ocular (Harvey y Ben-Amotz, 2020) y ayuda a mantener una piel y apariencia
saludable, protegiendola de lesiones provocadas por especies reactivas y radiacion UV (Singh y
Sambyalb, 2022). Antes de ser absorbidos estos compuestos, deben extraerse de su ambiente nativo en
los tejidos vegetales y disolverse en los lipidos de la dieta, por lo que no son absorbidos activamente
por el intestino, si no que sufren un proceso de absorcion pasiva, limitando la bioaccesibilidad entre
un 4-17% de la cantidad que se ingiere (Pokorny et al., 2001). Por dicha razén, se han disefiado una
amplia gama de sistemas dispersos, que por sus caracteristicas, permiten la incorporacion de
compuestos lipofilicos dentro de la fase oleosa, incrementando su bioaccesibilidad y la posibilidad de
que el compuesto bioactivo llegue en cantidades suficientes (Pascual-Pineda et al., 2015), para causar
un efecto en la salud de sus consumidores. Uno de los éxitos al formular dichos sistemas, esta en la
eleccion del aceite acarreador (Qian et al., 2012). Existen diversos estudios en los que se ha
comprobado que la eficiencia en la formacion de micelas es mayor cuando la fase oleosa es un

triglicérido de cadena larga (Yi et al., 2014).

2.2.2 Composicion

La composicion se refiere a las proporciones relativas que se anaden de cada componente (Lin et al.,
2014), y para los cristales liquidos liotropicos es uno de los parametros controlables mas importantes
(Andrienko, 2018). Por lo que una manera de representar el comportamiento de fase en funcion de
la composicion del sistema, es sobre un diagrama ternario o cuaternario para esquematizar y conocer
asi el comportamiento e influencia que ejercen sobre el sistema a formar el disolvente, la molécula

anfifilica y la sustancia lipidica (Fonseca-Santos et al., 2017).

2.2.3. Diagrama ternario

Es imposible preparar sistematicamente todas las formulaciones posibles para mezclas de dos o mas
compononentes; por tanto, es primordial realizar pruebas con base en la informacion fisicoquimica
de los constituyentes (Salager et al., 1999), con la finalidad de optimizar el tiempo y las variables a
considerar en la elucidacion de las fases a formar en un sistema ternario determinado. Existen
diversos tipos de representacion del comportamiento de fase y resultan de gran utilidad para tratar

las propiedades de mezclas ternarias (Costa, 1983).



El comportamiento de fase de los sistemas ternarios se puede representar a temperatura y presion
constantes, sobre un diagrama ternario clasico, del tipo que se utiliza para describir los procesos de
destilacion (Treybal, 1951). La representacion ternaria se realiza sobre un tridngulo equilétero,
utilizando el hecho de que la suma de las tres alturas formadas desde un punto interior es constante,
en general a partir fracciones molares o los porcentajes en peso para representar las diferentes

concentraciones (Salager y Anton, 1991).

Para la determinaciéon de los comportamientos fasicos, se puede seguir el método conocido como
aproximacion o barrido, que consiste en ir afiadiendo pequefias cantidades, que no representen mas
de 1% en peso total del sistema o sobre una relacion fija de los otros componentes. En la Figura 1 se
muestra un ejemplo esquematico en el que los puntos rojos representan la concentracion puntual de
cada componente al adicionar porciones de agua a las diferentes mezclas de aceite-surfactante

(Fernandez, 20006).

100% Sulfactante

100% Agua 100% Aceite

Figura 1. Representacion esquematica de un barrido de
composicion en un diagrama ternario.

Una vez realizada la adicion se agita el tubo cerrado, para asegurar una correcta mezcla y se coloca
el tiempo suficiente a la temperatura de trabajo, posteriormente se realiza una inspeccion visual de
las fases a través del tiempo para identificar el estado de equilibrio, el numero de fases, turbidez o
transparencia y fluidez. Finalmente, se observan en un microscopio optico con y sin luz polarizada

para identificar las diferentes fases para su posterior localizacion en el diagrama de fases (Fernandez,

2006).

Se reconocen ampliamente tres clases diferentes de estructuras de fase de cristal liquido liotropico.

Estas son las fases laminar, hexagonal y cubica, y sus estructuras han sido clasificadas por diversas



técnicas como polarimetria y difraccion de rayos-X (Wang et al., 2018). Estas mesofases lidtropas
existen como pares simétricos, un sistema de aceite en agua "normal" (tipo I), que consiste en
agregados de lipidos en una matriz de agua continua, y su topéonimo "invertido" (tipo II) version

agua en aceite y son los llamados: cubicos inversos y hexagonales inversos (Li, 2014).
2.2.4 Fase Lamelar

Los sistemas Lamelares, son sistemas termodindmicamente estables, Opticamente isotropicos y se
forman con una baja energia. Esta fase es periddica en una dimension (Li, 2014) y consiste en una
disposicion en capas de moléculas anfifilicas. Por lo general, las fases de cristal liquido liotropico
laminar existen hasta alcanzar un 50% de tensioactivo, y por debajo de ésta concentracion ocurren
fases liquidas liotrépicas hexagonales o a una solucion micelar isotropica (Collings y Hird, 1997).

La naturaleza anfifilica de las moléculas induce que el autoensamblaje sea en bicapa (Figura 2).
Cuando los grupos de cabezas polares coinciden, estan separados por una capa de agua. El espesor

de la bicapa es de 10-30% menor que el doble de la longitud de una cadena no polar.
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Figura 2. Estructura de la Fase Cristal Liquido Lamelar (CLL), tomado de Collings y Hird,
1997.

2.2.5 Fase hexagonal

Las fases de cristal liquido liotrépico hexagonal como su nombre lo indica, tienen un orden de
agregacion molecular que corresponde a una disposicion hexagonal (Figura 3). Por consiguiente,
estas fases proporcionan texturas birrefringentes cuando se examinan mediante microscopia de luz
polarizada. La fase consta de cilindros micelares en una disposicion hexagonal, el didmetro de los
cilindros micelares es tipicamente de 10 a 30% menor que el doble de la longitud de una cadena no
polar y la separacion entre cilindros varia entre 1 y 5 nm dependiendo de las cantidades relativas de
agua y tensoactivo. Estas fases contienen tipicamente de un 30 a 60% de agua en peso, la fase

hexagonal invertida es basicamente la misma que la fase hexagonal, excepto que los cilindros



micelares se invierten con las cadenas no polares orientadas hacia fuera de los cilindros y es mucho

mas rara que la fase hexagonal (Singh, 2002).
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Figura 3. Estructura de la fase hexagonal (a) y hexagonal inversa (b), tomado de Singh, 2002.

2.2.6 Fase cubica

Las fases clibicas no son tan comunes como las fases lamelar o hexagonal. Sin embargo, las fases
liotropicas cubicas se producen en diferentes regiones de los diagramas de fases. De acuerdo con esto,
hay probablemente una gama de diferentes fases de cristal liquido lidtropo ctbico, cuya estructura
exacta se relaciona con su posicion dentro del diagrama de fases. Estructuralmente, estas fases no estan
tan bien caracterizadas como las fases lamelar o hexagonal, sin embargo, se han establecido dos tipos
de fases, cada una de las cuales puede ser generada de manera «normal» (agua en fase continua) o
«invertida» (aceite en fase continua), lo que supone un total de cuatro tipos de fases diferentes. La fase
cubica mas conocida consiste en una disposicion cubica de agregados moleculares similares a las

micelas como se muestra en la Figura 4 y la segunda es la fase llamada bicontinua (Garti et al., 2012).

Seccion transversal

. de la micela

Figura 4. Estructura de la fase cristal liquido liotropico cubico, tomado de Collings y

Hird,1997.



2.3. Técnicas de andlisis

Hasta la fecha, se han utilizado varios instrumentos para detectar las diferentes fases y sus transiciones,
ya que, cada técnica proporciona informacion unica. Estas técnicas se pueden dividir en dos categorias:
técnicas directas e indirectas. Las primeras, proporcionan medidas que permiten la identificacion de
fases (simetria de fase), como la dispersion de rayos X de angulo pequefio, microscopia de luz
polarizada y el microscopio electronico. Las técnicas indirectas permiten la caracterizacion de las fases
por su comportamiento frente a ciertos estimulos como resonancia magnética nuclear, calorimetria y

reologia (Amar-Yuli et al., 2009).
2.3.1.  Indice de refraccion

El estudio de las propiedades fisico-quimicas de las mezclas liquidas binarias y ternarias, en un amplio
rango de composicion y temperatura, es una fuente importante de informacion para establecer la
relacion entre la estructura interna de los sistemas y sus propiedades fisicas (Lisa et al., 2015). Las
propiedades Opticas proporcionan informacidn necesaria para realizar investigaciones de procesos de
transporte en mezclas liquidas, soluciones de polimeros y dispersiones coloidales (Secheyh et al.,
2011). Los CLL son anisotrdpicos a consecuencia de su caracter dual como solidos cristalinos, esta
propiedad, puede estudiarse mediante técnicas como: birrefringencia, médulos sonicos, dicroismo de
indices de refraccion (IR), difraccion de rayos X y espectroscopia Raman. La mas facil, rapida y que
requiere menor cantidad de muestra es la medida de los IR, el indice de refraccion de los componentes
puros y sus mezclas es una propiedad optica de la materia, que permite controlar procesos en industrias

quimicas, petroquimicas y farmacéuticas de gran importancia (Secheyh et al., 2011).

23.2. Polarimetria

Los cuerpos anisotropicos tales como las fases de cristal liquido, presentan un fenémeno llamado
birrefringencia, que es el fendmeno responsable de que presenten una imagen al microscopio de
luz polarizada, a la que se le denomina textura dptica y que se observa al cruzar los polarizadores.
La textura Optica se debe a la orientacion superficial de los directores en los limites de la muestra y
a los defectos en su estructura cristalina (Pasquali et al., 2006). En primera instancia, la estructura
y coloracion de las imdgenes dependen del grosor de la muestra, y una vez que se elimina esta
variacion tendrd una dependencia directa con la diferencia de orientacion provocada por el director
(Andrienko et al., 2018). Esta técnica permite la identificacion del tipo de cristal liquido y otras

mesofases como consecuencia de la textura Optica que se genera, también permite evaluar las



propiedades fisicas de los cristales liquidos en rangos de temperatura particulares, ya que, la textura
que se revela dependera de como se alinea la muestra. La estructura de fase de la muestra descrita se
define por dos formas basicas de alineacién en compuestos cristalinos liquidos, homeotropicos y

homogéneos (Collings y Hird,1997).
2.3.3. Calorimetria

La calorimetria es una técnica experimental dinamica que permite cuantificar la cantidad de calor que
absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante durante un tiempo
determinado, o cuando es sometida a ciclos de enfriamiento y calentamiento a velocidad constante. Esta
técnica es importante para conocer la estabilidad térmica de un material, asi como la completa
caracterizacion de sus fases (Mislan et al., 2019). No se puede obtener la identidad precisa de la fase,
pero el nivel de cambio de entalpia involucrado en la transicion de fase de manera comparativa si
proporciona alguna indicacion de los tipos de fases involucradas. En consecuencia, se usa junto con
microscopia de luz polarizada para determinar el tipo de mesofase especifica que exhibe un material
(Collings y Hird,1997). La mayoria de las transiciones de cristal liquido otro tipo de estructura de
cristal liquido son de primer orden, pero algunas son de segundo orden. Dichas transiciones de fase de
segundo orden se revelan mediante una ligera inflexion en la linea de base en el calorimetro en lugar
de un pico verdadero como el que se observa para una transicion de fase de primer orden. Si una
transicion entre mesofases ha sido omitida por microscopia Optica, entonces DSC podria revelar la
presencia de una transicion a una temperatura particular o viceversa, es por eso que las fases de
cristal liquido se identifican facilmente mediante el uso sinérgico de microscopia de polarizacion

optica y calorimetria diferencial de barrido (Collings y Hird, 1997).
2.34. Reologia

La reologia de cizallamiento esta posicionada como una técnica importante para la determinacion de
los aspectos estructurales y dindmicos de las mesofases cristalinas liquidas. La investigacion del
régimen viscoelastico-lineal en funcion de la temperatura y la composicion han demostrado ser una
herramienta eficaz en la determinacion de las transiciones estructurales entre las fases cristalinas
liquidas (Gosenca et al., 2013; Carrillo-Navas et al. 2013; Fonseca-Santos et al., 2017; Mislan et al.,
2019). Para los cristales liquidos liotropicos, es necesario ademas, el andlisis parametros especificos,
como el Moédulo de almacenamiento (G) y Modulo de pérdida (G''), para establecer asi el
comportamiento reologico e identificar las estructuras de CLL, ya que, al obtener los reogramas de las

diferentes fases cristalinas liquidas y compararlos, permiten establecer un posible criterio de



identificacion relacionado con las variables de composicion (Mezzenga et al., 2005) y a nivel
estructural, ya que, también se ha comprobado que un aumento en la viscosidad puede reflejar un

crecimiento micelar (Lindman et al., 2016).
2.4.  Usosy aplicaciones

Su uso se ha extendido principalmente a la industria farmacéutica y cosmética, desarrollandose
diversos sistemas de suministro, se encontrd que estos sistemas eran eficaces en la incorporacion de
grandes cantidades de farmacos y podian contener potenciadores de permeacion para lograr una
biodisponibilidad mejorada con capacidad para sostener y controlar el suministro. También se ha
demostrado que las propiedades de las estructuras de cristal liquido pueden ajustarse para regular la
velocidad de liberacion del farmaco transdérmico y mucosal. Esta es la razon de que en la actualidad
el grueso de investigaciones y usos se han pensado para ser administrados por via transdérmica, ya que
constituye una barrera accesible para la permeacion de compuestos desde matrices de cristal liquido
(Li, 2014). Makai et al. (2003), investigaron la estructura y liberacion de farmacos incluidos en
cristales liquidos lamelares formados a partir de glicerol y concluyeron que el tensoactivo no idénico
utilizado, fue adecuado para la formacion del CL utilizando agua como disolvente, y que los farmacos
incluidos en bajas concentraciones no produjeron cambios estructurales significativos, por lo que son
matrices aptas para la incorporaciéon de compuestos insolubles en agua. Chorilli et al. (2011)
caracterizaron y evaluaron cristales liquidos lamelares en los que se utilizaron surfactantes no iénicos
y concluyeron que el sistema portador puede ser un método prometedor para la administracion de
retinil palmitato y un vehiculo adecuado para aplicaciones farmacéuticas y cosméticas. En la Tabla 1
se muestran algunos de los estudios que han tenido como objetivo la formacion de CLL para diferentes

biomoléculas y vias de administracion.

Tabla 1. Usos y aplicaciones de CLL

Biomolécula Estructura Via de Resultados Referencia
formada administracion
' hibi6 1a infl ., Fonseca-
Resveratrol CLL lamelar Topica Inhibi la inflamacion Santos et
en ratones
al., 2017
Aceite de arbol ) Wang et
CLL lamelar Bucal Caries dentales
de té al., 2018
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Transtorno de

Wang et
Rosuvastatina CLL hexagonal Oral metabolitos lipidicos L 2018

al.,

en sangre
Wang et
Tropicamida CLL cubica Ocular Examenes oculares
al., 2018
Fonseca-
CLL hexagonal
Curcumina Topica Reduccion de edema Santos et
(hexosomas)
al., 2016
Retinil ' Reduccion de las Chorilli et
CLL lamelar Topico )
palmitato arrugas orbioculares al., 2011
. Incremento de la Yang et al.,
Anfotericina B CLL ctbico Oral
bioaccesibilidad 2012
Incremento de la
] ) ) Lopes et
Vitamina K CLL hexagonal Transdermica liberacion
al., 2007
transdérmica

Por otro lado, McClements (2012) analizé la evolucion reciente en la creacion de emulsiones
estructuradas y su potencial en aplicaciones especificas para la liberacion controlada de compuestos
e incremento de la estabilidad en sistemas como: coloidosomas (liposomas, hexosomas y
cubosomas), microagregados, microesferas de hidrogel y sistemas hibridos; estos sistemas
corresponden a soluciones coloidales en las que se dispersan cristales liquidos lamelares,
hexagonales y ctbicos basados en un disefio estructural, en el que sus transformaciones se modulan
para actuar en sitios especificos y con liberacion de compuestos de manera prolongada. Finalmente,
concluy6 que es importante conocer los sistemas a nivel estructural y como influyen las variables

fisicoquimicas, de procesamiento y composicion en las estructuras y su funcionalidad.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad se han caracterizado y modelado una amplia gama de cristales liquidos, para
conocer su comportamiento termodinamico a partir de su estructura. En el caso especifico de los
cristales liquidos liotropicos se han investigado algunas formulaciones disefiadas para el transporte
de farmacos mediante su aplicacion cutdnea, dérmica y transdérmica en dichas formulaciones y se
ha comprobado su alta efectividad en la solubilizacion de diversos compuestos de naturaleza lipofilica
e hidrofilica, asi como una liberacion prolongada, sin embargo, a la fecha hay poca evidencia de su
uso como matrices de transporte y liberacion de compuestos como el B-caroteno en sistemas

alimenticios.

Por lo anterior, es imperante el disefio y caracterizacion de mesofases y sus diluciones a partir de
surfactantes grado alimenticio que posibiliten una mayor solubilizacion, proteccion y entrega de
moléculas como el B-caroteno del que se ha comprobado su efecto benéfico sobre la salud de sus

consumidores al ingerirse en cantidades suficientes.

Esta investigacion tiene como objetivo evaluar la relacion aceite-Tween 40/Span 20-solvente, en la
estructura, propiedades fisicoquimicas y estabilidad de cristales liquidos como matriz de proteccion
de B-caroteno. Se realizard la caracterizacion y correlacion de las diferentes estructuras, parametros
fisicoquimicos, comportamiento reoldgico y estabilidad de los cristales liquidos frente a estimulos
mecanicos, térmicos y quimicos, para realizar inferencias acerca de su posible uso. Esta evaluacion
nos permitird a su vez sentar un precedente teorico practico de cristales liquidos formulados a partir

de Tween 40/Span 20 como matriz de proteccion y vehiculo de B-caroteno.
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4. HIPOTESIS
Se pueden disefiar cristales liquidos con propiedades fisicoquimicas que permiten modular la
eficiencia de incorporacion de componentes bioactivos, estabilidad y capacidad de proteccion en su
uso dentro de sistemas dispersos mas complejos, a partir de la modificacion de las concentraciones
relativas entre surfactante-agua-aceite+ 3-caroteno.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Evaluar la influencia de la relacion aceite-Tween 40/Span 20-solvente, en la estructura, propiedades
fisicoquimicas y estabilidad de cristales liquidos liotropicos como matriz para la proteccion de -
caroteno.
5.2. Objetivos particulares
1. Formular cristales liquidos liotropicos lamelares, hexagonales y cubicos a partir de diferentes
relaciones aceite-Tween 40/Span 20-agua mediante la técnica de titulacion con agua.
2. Caracterizar mediante microscopia, reologia, calorimetria y FTIR las diferentes estructuras y sus

propiedades.

3. Adicionar B-caroteno a los diferentes cristales liquidos liotropicos y evaluar la concentracion
optima de la molécula, tomando como parametro, la mayor concentracion permisible sin que
induzca cambios estructurales.

4. Caracterizar mediante microscopia, reologia, calorimetria y FTIR las diferentes estructuras
cargadas con la biomolécula.

5. Evaluar el contenido de B-caroteno durante su almacenamiento a diferentes temperaturas como
criterio de estabilidad.

6. Formular los CLL a diferentes temperturas para determinar la influencia de este parametro en el
rendimiento, estructura y retencion de -caroteno.

7. Analizar la relacion entre la concentracion, estructura y estabilidad frente a estimulos térmicos y

mecanicos en los sistemas con -caroteno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.  Materiales
Agua bidestilada (W), Aceite de canola (AC) comercial Canoil ®, B-caroteno >97% de pureza (-c),

Tween 40 (T), Span 20 (S) y Hexano HPLC>95% de pureza de Sigma-Aldrich®.

6.2.  Preparacion de la mezcla de surfactantes
La preparacion del surfactante a un balance hidrofilico-lipofilico (HLB, por sus siglas en inglés) de
11, se elabord a partir de la mezcla T/S, por ser el HLB en el que se obtuvieron CLL en estudios
previos. Se utilizo la regla de las mezclas de Griffin, la cual consiste en variar las fracciones masicas
de dos surfactantes con HLB conocido para obtener el HLB requerido. Para un HLB de 11, las
fracciones masicas fueron de 0.34 para T y de 0.66 para S. La mezcla de surfactantes (To.34S0.66) se
realizo atemperando los dos surfactantes a 40 °C, posteriormente, se mantuvo la mezcla en agitacion
en una parrilla de agitacion Cole-Parmer modelo StableTemp a 500 rpm durante 10 minutos y se

almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

6.3.  Elaboracion de cristales liquidos liotropicos

La elaboracion de los CLL se realizo por el método de titulacion con agua descrito por Chen et al.
(2004). Se prepararon mezclas de AC:To34S0.66 en relaciones de 9:1 hasta 1:9, posteriormente, se
adicion6 agua por titulacion. Después de su preparacion, las mezclas se incubaron en una estufa
ECOSHEL modelo 9025H durante 10 dias en oscuridad y a una temperatura de 37 °C. Las
muestras fueron monitoreadas y examinanadas mediante inspeccion visual y microscopia Optica
de luz polarizada, para la identificacion y caracterizacion de las fases en el diagrama ternario.
Aquellas muestras que presentaron birrefringencia se contemplaron para la sustitucion de AC por

AC+p-c.

6.4.  Preparacion de la fase oleosa

El B-caroteno (B-c) (7 mg) fue adicionado por 1 g de aceite (AC) previamente atemperado a 50°C
y se mantuvo en agitacion en la parrilla de agitacion a 3500 rpm durante 10 minutos, constituyendo
esta mezcla la fase oleosa (O), que se utilizd para las preparacion de las mezclas de O:To.34S0.66
para su posterior titulacién con agua. Se eligi6 esta concentracion por ser en la que se obtuvo una

mayor solubilizacion de B-caroteno en un estudio previo.
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6.5. Cuantificacion de f-caroteno

Esta cuantificacion se realizo mediante la metodologia descrita por Henelyta et al. (2008), con algunas
modificaciones. La técnica consiste en la separacion de la fase de CLL para su posterior
homogenizacion, una vez realizada esta operacion se llevo a 40°C durante 5 min. A partir de esta
muestra se tom6 una alicuota de 25 pL y se aforé en un matraz de 10 mL con hexano en ausencia de
luz. Posteriormente, se tomd una alicuota de 1 mL y se centrifugd durante Smin en una microcentrifuga
Hermle Spectrafuge™ 7M a 11773 g. Finalmente, se tomaron 200 pL del sobrenadante para su
posterior analisis en un lector de microplaca iMark™ modelo 1681130 a450 nm.

6.6. Polarimetria

Las texturas birrefringentes de los CLL se identificaron mediante el uso de un microscopio 6ptico LSC
BLW adaptado con polarizadores cruzados. La visualizacion de las muestras a través de los
polarizadores cruzados da un cuadro negro para las fases isotrOpicas, mientras que las fases
anisotropicas como lo son los CLL dan una imagen brillante. Los patrones geométricos son
caracteristicos de las diferentes fases anisotropas, por lo que permiten identificar y diferenciar las

estructuras de cristal liquido.

6.7.  Indice de refraccion

El indice de refraccion de las mezclas iniciales de aceite:surfactante y de los cristales liquidos

liotrépicos se midi6 en un refractometro digital mod. 9097, ATAGO a una T= 20 °C.
6.8.  Tamariio de particula

El tamafio de particula de las diluciones de los CLL se midi6é en un analizador de tamafo de particula
ZetaSizer nano ZS, Malvern. Para realizar el analisis, se dispersaron los diferentes CLL en agua
desionizada en una relacion 1:100 y se homogenizaron en un vortex Thermo Scientific LP durante 1

min a 300 rpm.

6.9.  Espectroscopia FTIR
La caracterizacion de los CLL por espectroscopia IR se realizd con un espectrofotometro FT-IR-ATR
Frontier, Perkin Elmer equipado con un modulo externo ATR. Para cada muestra se tomo un barrido
a una resolucion espectral de 4 cm™, en un intervalo de nimero de onda de 4000 a 400 cm™ con el
objetivo de identificar todos los picos caracteristicos. Se utiliz6 el software Spectrum y SpectraGryph
1.2 para el procesamiento de datos. Los espectros se normalizaron con respecto a la banda mas intensa

para la comparacion cuantitativa de la intensidad de absorbancia de cada banda.
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6.10. Reologia

Las propiedades reologicas de los CLL se determinaron en un reémetro AR2000 Ex (TA Instruments)
utilizando una geometria de cono-plato de 2° y 40 mm de diametro. Se colocaron aproximadamente
1.2 mL de CLL y se dejaron equilibrar durante 5 minutos antes del andlisis para permitir la
recuperacion estructural. Se determind el rango viscoelastico lineal (RVL) y los modulos de
almacenamiento (G") y pérdida (G"") mediante barridos de amplitud (0.01 — 1000 % de deformacion a
1 Hz) (Amar-Yuli et al., 2008; Garcia-Hernandez et al., 2017). Las curvas de flujo de las diferentes

-1

formulaciones se obtuvieron variando la velocidad de cizallamiento de 0.001 a 1000 s, se midieron

el esfuerzo cortante y la viscosidad aparente.
6.11. Calorimetria DSC, TGA

Las pruebas de DSC y TGA se realizaron en un calorimetro Discovery (TA Instruments). Para el
analisis por calorimetria diferencial de barrido, se transfirieron 5 mg de las muestras de CLL en
charolas de aluminio herméticamente selladas y se utiliz6 una charola vacia como referencia. Se
realizaron dos corridas independientes, en las primeras, los termogramas se registraron durante el
calentamiento en un rango de temperatura de 0-200 °C, y con una rampa de 10 °C min !, Las
segundas se realizaron con el objetivo de identificar las afinidades de enlace y los mecanismos
subyacentes en las interacciones moleculares del agua, los termogramas se registraron durante dos
ciclos, primero, un enfriamiento en un rango de temperatura de 35 a -50 °C y posteriormente un
calentamiento de -50 a 150 °C, los dos con una rampa de 5°C min!. Las pruebas de termogravimetria
se realizaron para caracterizar las muestras cuantitativamente, ya que, como se menciono previamente,
una vez que se realiza la mezcla y almacenamiento para la formacion de los CLL, es necesario separar
las fases e identificar si los componentes se encuentran en las relaciones iniciales de mezcla. Los
experimentos se llevaron a cabo en una atmosfera inerte con nitrogeno de ultra alta pureza a una presion

de flujo de 30 mL min~! y utilizando una rampa de calentamiento de 10 °C min ™",

6.12. Almacenamiento

Las muestras se almacenaron durante 5 semanas a 25 y 37 °C. Posteriormente se les cuantifico B-c,

para identificar los cambios cinéticos mediados por la influencia de la temperatura de almacenamiento.
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6.13. Efecto de la temperatura en los CLL

Para determinar la influencia de modificar la temperatura de incubaciéon en la formacion y
caracteristicas de los CLL, se probaron 3 temperaturas adicionales de incubacion, 7, 25 y 45 °C;
Unicamente para la linea de dilucién 4:6 titulada con 10, 20 y 30% de agua. Se cuantifico la
concentracion de B-c, el % de fase de CLL y se obtuvieron las micrografias correspondientes por

microscopia de luz polarizada.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Diagrama ternario

Como resultados preliminares, se realizé el barrido de composicion para AC:To34So0.66 a lo largo de las
lineas de dilucién , 1:9, 2:8, 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 y 9:1, esta primera etapa experimental permitid
identificar la zona en la que se presentan los CLL. La Figura 5, esquematiza el area en la que por
medio de microscopia de luz polarizada se identificaron estructuras birrefringentes y patrones
geométricos de cruces de malta, estas cruces de malta se producen debido a los defectos presentes en
las capas y son considerados dominios confocales (Rapalli et al., 2020). La representacion de la zona
en la que se formaron CLL en el diagrama ternario, permite identificar que el uso de los componentes

elegidos es viable para la formacion de estas estructuras en una amplia gama de concentraciones.
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Figura 5. Diagrama ternario para la mezcla ternaria AC-To.34S0.66-W

7.2 Fromulacion de CLL con f-c

Posteriormente, al incorporar el B-c en AC, se puede identificar que la zona de predominancia de CLL
se modifica (Figura 6). Esta modificacion, se puede deber a un cambio en las interacciones de los
componentes que alteran el caracter lipofilico del AC, en este segundo diagrama, desplazando la
formacion de CLL hacia el vértice de la fase oleosa, lo que significa que el aceite tiene una mayor

contribucién en la formaciéon de los CLL.

18



T0.34SO.66
1+0

0.9 4 / 0.1

08 _ ) 0.2

%06

Y07

%08
01/ 09

0oL R
w 1 09 0.8 0.7 0.6 0.5 04 0.3 0.2 0.1 0 O

Figura 6. Diagrama de ternario para la mezcla ternaria O-To.34S0.66-W

En la Tabla 2 se resume la composicion de las formulaciones seleccionadas para producir CLL
cargados con B-caroteno a las diferentes relaciones de agua/aceite/surfactante, que se corrieron sobre
las lineas de dilucion 3:7, 4:6, 5:5 que se representan en el diagrama de la Figura 6. Estas muestras
fueron las que una vez sometidas a microscopia de luz polarizada revelaron tener patrones geométricos

en forma de laminas biaxiales y las cruces de malta que caracterizan a los cristales liquidos (Huang et
al., 2018).
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Tabla 2. Formulaciones seleccionadas de CLL cargados con 3-c.

Muestra

Formulacion (% p/p)

(O: T0.34S0.66/O+ T0.34S0.66: W) 0) To0.34S0.66 \\
(3:7/9:1) 27 63 10
(3:7/8:2) 24 56 20
(3:7/7:3) 21 49 30
(4:6/9:1) 36 54 10
(4:6/8:2) 32 48 20
(4:6/7:3) 28 42 30
(5:5/9:1) 45 45 10
(5:5/8:2) 40 40 20
(5:5/7:3) 35 35 30

7.3 Microscopia de luz polarizada

Considerando que la birrefringencia es una propiedad caracteristica de estructuras cristalinas En las

Figuras 7, 8 y 9 se muestran las micrografias obtenidas mediante luz polarizada de los CLL con f3-c.

Estas micrografias permitieron comprobar que al incorporar el -c en formulaciones previamente

caracterizadas con aceite puro, también se obtienen imagenes birrefringentes.

Figura 7. Micrografias de las estructuras de CLL para la relacion 3:7 de O:To.34S0.66, obtenidas con

luz polarizada a 40X.
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Figura 8. Micrografias de las esturcturas de CLL para la relacion 4:6 de O:To.34S0.66, obtenidas con
luz polarizada a 40X.

Figura 9. Micrografias de las estructuras de CLL para la relacion 5:5 de O:To.34S0.66, obtenidas con
luz polarizada a 40X.
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Al realizar un analisis visual de las micrografias obtenidas, se puede identificar que cuando la muestra
tiene un bajo contenido de agua, son mas evidentes las cruces de malta, este patron geométrico es
caracteristico de cristales liquidos tanto liotropicos como termotropicos (Wang et al., 2018). Para las
mezclas en las que se fij6 la relacion O:To34S0.66 y se agregd una mayor cantidad de agua se puede
identificar una menor area para la zona birrefringente, posiblemente provocado por un aumento en el
grosor de la capa de agua (Andrienko, 2018) y se hacen presentes las gotas de aceite con un mayor
tamafio; situacién que podria indicar que por arriba de estas composiciones es probable la formacion

de otros sistemas dispersos como emulsiones o soluciones isotropicas (Zhang et al., 2017).

En la Figura 10 se muestra el porcentaje obtenido de cristal liquido a partir de las diferentes mezclas
ternarias O-To34S0.66-W, estas formulaciones se encuentran dentro de la zona sombreada que se
muestra en el diagrama de la Figura 6. Se observa que la cantidad de CLL formado tiene una relacién
directa con la cantidad de W presente en las tres relaciones O:To.34S0.66 seleccionadas. Por otro lado, si
se hace un andlisis a partir de las muestras en las que W permanece constante, lo que se hace evidente
es que la cantidad de CLL tiene una variacién que depende de la relacion O:To.34S0.66, ya que, cuando

esta se acerca a la unidad es cuando se tiene una mayor formacion de CLL.
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7.4 Indice de refraccién y Tamaiio de particula

A partir los datos obtenidos para el IR mostrados en la Tabla 3, y dado que es una propiedad
fisicoquimica que varia en funcion de la proporcion de los componentes en mezclas binarias o
ternarias, se determin6 que las porciones superiores o remanentes al CLL, corresponden a las mezclas
iniciales de ~ O-To.34S0.66 , a partir de esto, podemos inferir que la cantidad de agua que se agrega en
la mezcla se encuentra presente en los CLL y es por ello que el volumen obtenido de la fase es

determinado por este componente.

Tabla 3. Muestra los indices de refraccion para las porciones superiores a la fase del CLL.

Mezcla de O:To.34S0.66 Indice de refraccién
3:7 71+£0.2
4:6 71.8+0.001
5:5 72.03+0.058

En el diagrama de la Figura 2, se esquematizan las lineas de dilucion base y el area correspondiente
para la formacion de CLL, esta informacion junto con los datos del IR para la fase superior, permite
sentar un precedente para futuras formulaciones de la influencia que tiene el aumento o disminucién
de cada componente sobre la estructura de la fase y por consiguiente en su comportamiento. Este indice
es ampliamente utilizado en la industria azucarera y en investigaciones relacionadas con variaciones
de composicion en mezclas, por tener un comportamiento directamente proporcional a la
concentracion, permite realizar inferencias y predicciones con base en su medicion (Yahya y Saghir,
2015). Sin embargo, resulta necesario continuar el analisis mediante las otras técnicas experimentales
propuestas en esta investigacion, para identificar la relacion entre los diferentes parametros. Por otra
parte, es posible identificar que es necesario cerrar el sesgo para afinar con mayor detalle los limites
de formacion que se bosquejan en los diagramas ternarios para las diferentes estructuras de los CLL a

partir de O-To.34S0.66-W.

En la Figura 11 se representan los indices de refraccion para cada uno de los CLL con B-c, pese a que
se identificaron los dos IR caracteristicos de los CL, tinicamente se graficé el de mayor magnitud, con

la finalidad de comparar la influencia de la concentracion de cada componente en esta propiedad.
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Figura 11. Muestra los indices de refraccion obtenidos a partir de las diferentes mezclas ternarias
O-To.34S0.66-W
Se identifico que el componente que tiene una mayor influencia en la variacion y tendencia de esta
propiedad es W, ya que, cuando la relacion O:To.34S0.66 permanece constante hay menos diferencia para
las distintas mezclas. Macroscopicamente se identifica que, las muestras con un mayor contenido de
agua poseen una mayor turbidez, lo que se refleja en un menor IR respecto a las de bajo contenido de
W, esta disminucion del indice de refraccion fisicamente indica que la luz viaja a una menor velocidad

(Cupo et al., 2003), dicho de otra manera, que el medio por el que atraviesa la luz ofrece una mayor

resistencia a su paso. Esto se confirma con las mediciones realizadas de tamafio de particula de las
dispersiones de los CLL que se muestran en la Figura 12. Las dispersiones de estas estructuras en
medio acusoso, permiten obtener las nanoestructuras constituyentes llamadas liposomas, cubosomas y
hexosomas, segin sea la estructura de CLL de la que provengan (Karami y Hamidi, 2016). Los
resultados de tamafio de particula junto con la tendencia del IR, explican que las muestras con mayor
contenido de agua se tornan mads turbias y ejercen una mayor resistencia al paso de la luz porque las

particulas constituyentes de la superestructura de los CLL tienen un mayor tamaio.

24



Tamafo de particula

1000

.
1L
900

800

700

600 T

500

400

300 T
200

Tamafio de particula (nm)

100

3:7/9:1 3:7/8:2 3:7/7:3 4:6/9:1 4:6/8:2 4:6/7:3
Muestra

Figura 12. Muestra el tamafo de particula obtenido a partir de las diferentes mezclas ternarias

O-To0.34S0.66-W

7.5 Espectroscopia IR por Transformada de Fourier (FTIR)

Las diferentes muestras de CLL fueron sometidas a espectroscopia infrarroja con el objetivo de obtener
informacion sobre la naturaleza de las interacciones moléculares. Se obtuvieron los espectros de los

CLL sin B-c y de la combinacion con B-¢ y se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Espectros FTIR para la linea de dilucién 4:6 de O:To34So0.66 con 10,20y 30% de Wy
adicionadas con [-c.
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Una de las principales bandas que se observa en todos los espectros es la situada entre 3400-3370 cm
'y corresponde a la contribucion de los modos de estiramiento de los grupos OH unidos por enlaces
de hidrogeno, intra e intermoleculares y que para estos sistémas ternarios, podria atribuirse a la
interacion del agua con las moléculas de surfactante (Selivanova et al., 2021). También, se observan
desplazamientos en este nimero de onda (3400-3370 cm™') cuando se incrementa la cantidad de W,
este cambio de frecuencia, es indicador de un debilitamiento en las interacciones entre las moléculas
de W y To34S0.66, lo que nos permite inferir que hay una mayor proporcion de agua libre cuando
aumenta la cantidad de W. En el caso de las formulaciones adicionadas con B-c, también hubo un
desplazamiento (3400-3393 cm'!) menos evidente que para el caso en el que se incrementé la cantidad
de agua, pero si regular y decreciente atribuido a la adicion de este componente. Las bandas alrededor
de 2923 y 2854 cm’! pueden atribuirse a las vibraciones de estiramiento de C-H simétricas y
asimétricas de los grupos alcanos, la banda de 1740 cm’! se atribuye al estiramiento C=0 de los esteres
y acidos grasos libres, este grupo de bandas son caracteristicos del aceite de canola y permanecieron

sin cambios de desplazamiento para las diferentes formulaciones.

7.6 Calorimetria

Pese a que se sabe que la técnica de DCS no permite identificar el tipo de estructura de los CLL, es
una técnica que si proporciona informacién valiosa sobre las posibles transiciones térmicas de la
muestra, como lo es el grado de ordenacion molecular. También, permite conocer los rangos de
temperatura en que nuestro sistema disperso permanece sin cambios a consecuencia de estimulos
térmicos que puedan afectar su estabilidad. La Figura 14, muestra el termograma obtenido para las

diferentes relaciones de O:To.34S0.66 cuando afladimos 10% p/p de agua.
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Figura 14. Termograma DSC de las muestras de CLL elaboradas a partir de las relaciones 3:7,4:6 y

5:5 de O:To.34S066 con 10% p/p de agua respectivamente.

Como se muestra, en temperaturas por debajo de los 100°C no ocurren cambios que puedan afectar la
estabilidad de los CLL, sin embargo, al cotejar con las pruebas realizadas por TGA, se puede afinar el
rango de estabilidad en términos de pérdida de W (uno de los componentes primordiales), y se acorta
por debajo de 50 °C. Este rango de temperatura, es considerado como favorable para sistemas
alimentarios en los que regularmente se utilizan temperaturas de almacenamiento inferiores a 50 °C.
Por otra parte, en la primer etapa del calentamiento (20-25 °C), se puede identificar un incremento en
el flujo de calor para las 3 muestras, este tipo de transicién no ha sido reportada ni estudiada como una
transicion caracteristica de CLL, sin embargo, y dado que es tanto evidente como regular su espectro
para las diferentes muestras, se realizaron nuevas corridas térmicas, pero ahora durante ciclos de
enfriamiento y calentamiento para verificar la regularidad de su aparicion, estos termogramas se
muestran y discuten mas adelante. A temperaturas por arriba de 100 °C, se identifican transiciones de
tipo endotérmico, que muy probablemente estan relacionadas con una transicion de fase. Al realizar
analisis DSC de los componentes elementales, se identifico que esta sefial se atribuye al surfactante,
en cuanto al tipo de transicion y dado que es de baja energia es probable que tenga que ver con una
elongacion de la cadena hidrocarbonada caracteristica de los surfactantes no ionicos cuando se les
induce un cambio de temperatura (Lima et al., 2019; Huang y Gui, 2018). También, se identifico que
esta sefial es de mayor magnitud cuando la mezcla total tiene un mayor contenido de surfactante, sin
embargo, también podria atribuirse a que existe un mayor acoplamiento de los componentes,

manifestandose en una inhibicion de la sefal en ese rango de temperatura.
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Posteriormente, para identificar cuantitativamente % de W presente en los CLL, se realizaron pruebas
termogravimétricas (Figuras 15, 16 y 17). Al someter las diferentes muestras a este analisis, se
identifico que, la pérdida de peso porcentual inicial (por debajo de 100 °C) para los CLL y respecto a
las 3 mezclas iniciales de O:To.34S0.66 (3:7, 4:6 y 5:5), no corresponde directamente con la cantidad de
W agregada, pero si de manera proporcional. Esto, probablemente se deba a que una parte del agua
que se agrega por titulacion queda atrapada en la fase superior, que corresponde a la mezcla de

0:To.34S0.66 para cada formulacion.
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Figura 15. Termograma TGA en el que se esquematizan la pérdida de peso de las muestras de CLL
elaboradas a partir de la relacion 3:7 de O:To.34S0.66 y con 10, 20 y 30% p/p de agua respectivamente.
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Figura 16. Termograma TGA en el que se esquematiza la pérdida de peso de las muestras de CLL
elaboradas a partir de la relacion 4:6 de O:To34S0.66 y con 10, 20 y 30% p/p de agua respectivamente.
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Figura 17. Termograma TGA en el que se esquematiza la pérdida de peso de las muestras de CLL
elaboradas a partir de la relacion 5:5 de O:To34S0.66 y con 10, 20 y 30% p/p de agua respectivamente.

Como se menciond anteriormente DSC es una técnica que permite evidenciar el estado del agua en la
muestra y evaluar asi la intensidad de interaccion entre las moléculas del surfactante y el agua (Wang
et al., 2018). El termograma que se muestra en la Figura 18 permite identificar primeramente que, para
las mezclas adicionadas con 10% W no se registrd ninguna transicion que pudiera ser atribuida a este
componente en el rango de temperatura al que fueron sometidas las muestras; esto puede deberse a que
en bajas concentraciones, las moléculas de agua que interactuan con las cabezas polares de la mezcla
de tensoactivos estan unidas tan fuertemente que no permiten que el agua forme enlaces de hidrogeno
con sus moléculas vecinas y entonces se convierte en agua no congelable. Por otra parte, y para los
casos en que la concentracion de agua es mayor se identifican picos que se pueden relacionar con la
congelacion y cristalizacion de agua, en estas formulaciones es probable que el agua se posicione en
la region interlaminar, permitiendo mantener el grado de libertad necesario para formar enlaces de
hidrogeno y manifestarse como agua congelable (Gonseca et al., 2013; Bonacucina et al., 2012;
Kodama et al., 2001). Por lo tanto, estas mismas interacciones explican los desplazamientos que
presentan los picos de cristalizacion del agua, ya que, los tensioactivos tienen que estar sobresaturados

de agua antes de que se pueda observar un pico de congelacion de agua libre.
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Figura 18. Termograma DSC de las muestras de CLL elaboradas a partir de las relaciones 3:7 y 4:6
0O:To34S0.66 con 10, 20 y 30% p/p de agua respectivamente, durante rampa de enfriamiento y de
calentamiento.

7.7 Reologia

Se evaluaron las propiedades reologicas de las diferentes formulaciones con el objetivo de identificar
como se modifica el comportamiento de flujo en funcion del cambio de composicion y la adicion de
B-c. Los resultados previos de tamafio de particula y las micrografias de luz polarizada, revelan
diferencias significativas mediadas por los cambios de composicion en los CLL. En general, la
cantidad de W tuvo mayor influencia que la relacion O:To.34S0.66y que la adicion de B-c. En la Figura
19 se muestran los cambios de viscosidad en funcion de la velocidad de cizallamiento para los
diferentes CLL con B-c y sin B-c, y se puede identificar nuevamente que la cantidad de W tiene una

relacion directa con esta propiedad, al igual que con el tamafio de particula.
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Figura 19. Viscosidad aparente de las lineas de dilucion 3:7 y 4:6 con 10 y 30% de W y adicionadas
con B-c. A) representa una imagen macroscopica de la muestra de CLL después de ser sometida a la
tasa de corte.

En general los CLL presentaron un comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento como
resultado de la deformacion aplicada, esta disminucion puede ser debida al ordenamiento de las bicapas
en direccion al flujo (Imagen A en el recuadro), lo que se refleja en una disminucion de la viscosidad
aparente (Carrillo-Navas et al., 2013). Por otra parte, las muestras preparadas a partir de la linea de
dilucién 4:6 (mayor relacion O:To.34S0.66) tuvieron una mayor resistencia al flujo y por lo tanto, valores
de viscosidad aparente mas elevados. Son estas formulaciones las que tienen una mayor proporcion de
moléculas de tensoactivo por cantidad de O y tienen una estructura mas compacta. Por otra parte y
con el objetivo de investigar las propiedades viscoelasticas de los CLL, se obtuvieron los modulos
elastico (G’) y viscoso (G’’) mediante barridos de amplitud (%). Estos barridos permiten identificar la
region viscoelastica lineal (RVL), para los dos modulos. RVL se extendi6 hasta aproximadamente
hasta un 5% de deformacion y el punto de flujo no presenta cambios significativos como consecuencia
del cambio de concentracion. En todas las formulaciones G’>G’” por lo que los CLL presentan
comportamiento de materiales viscoelasticos solidos. En el caso de la magnitud de los modulos en
RVL se modifico para las diferentes formulaciones. En el caso de larelacion 3:7 de O:To.34S0.66 cuando
se incrementa el contenido de W los mddulos aumentan en orden de magnitud por lo que podemos
inferir que el aumento de W promueve la rigidizacion de la estructura global de los CLL (Marlow et
al., 2018). En el caso de los CLL con una relacion 4:6 de O:To.34S0.66 el incremento de agua provoca
el efecto contrario. Las micrografias A y B de la Figura 20, muestran una vista microscopica de la

modificacion estructural del CLL al ser sometido a la prueba de deformacion, y se confirma que al
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superar el punto de cedencia, la muestra se encuentra estructuralemente modificada de su estadio

inicial.
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Figura 20. Modulos G’ y G’ para las lineas de dilucioén 3:7 y 4:6 con 10y 30% de W. A y B son las

micrografias de luz polarizada 40X obtenidas de la muestra inicial y al término de la prueba de

deformacion.

La Tabla 4, muestra la concentracién inicial y final de B-c en cada formulacion durante su

almacenamiento a T=25 y 37 °C, en esta nueva corrida de almacenamiento se pretendia obtener

resultados que permitieran caracterizar el mecanismo de degradacion y/o proteccion de la biomolécula.

Para cada muestra, las cinéticas de degradacion se intentaron ajustar a orden 0, 1 6 2. Por medio de

Muestra Co [ng/mL] Cr 25 °Clpg/mL] Cr 37 °Clpg/mL]
(3:7/9:1) 1565.08 + 85.47 378.27 +£0.81 109.51 + 15.37
(3:7/8:2) 1988.77 +70.82 506.47 + 1.62 161.00 + 4.68
(3:7/7:3) 1197.56 + 35.41 472.28 + 4.09 104.29 £ 10.41
(4:6/9:1) 1237.85 + 86.6 1024.18 + 2.27 141.19 £12.92
(4:6/8:2) 1086.45 + 32.97 515.02 £ 9.0 224.35 +19.45
(4:6/7:3) 1114.53 + 48.84 749.45 +1.39 74.27 +14.03
(5:5/9:1) 1331.87 +£29.3 390.48 +1.43 132.05 £16.97

Tabla 4. Concentracion inicial y final de B-c, durante 5 semanas de almacenamiento a T=25y

37 °C, para los cristales liquidos formados a partir de las diferentes mezclas.
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modelado, se pretendia calcular y comparar el tiempo de vida media para el B-c y las velocidades de
degradacion, sin embargo, las cinéticas no se ajustaron al mismo orden, por lo que no se pudieron
comparar estos parametros, esto nos permite identificar que los CLL formulados tienen un
comportamiento de proteccion y estabilidad que no es proporcional a través del tiempo. Pese a esto y
al comparar los resultados obtenidos en cuanto a la concentraciones iniciales y finales de B-c en los
sistemas cristalinos formulados, podemos concluir que tienen concentraciones superiores a las
reportadas por otros sistemas dispersos (emulsiones y nanoemulsiones), ya que, las concentraciones
de estos sistemas de proteccion se encuentran en un rango de 2-500 pg/g (Qian et al., 2012a; Sharif et
al., 2017; Silva et al., 2011; Tan y Nakajima, 2005; Qian et al., 2012b).

En funcién de poder identificar la influencia de la temperatura de incubacion sobre la formacion CLL
y su capacidad de retencion de -caroteno se sometieron a 3 diferentes temperaturas de incubacion (7,
25 y 45°C) las mezclas de O: To.34S0.66/O+ To.34S0.66: W para la linea de dilucion 4:6 con 10, 20 y 30%
W. En la Figura 21 se muestran las micrografias obtenidas para las muestras incubadas en las 4

diferentes temperaturas.

T=7°C

Figura 21. Micrografias de las estructuras de CLL para la relacion 4:6 de O:To.34S0.66, con 10, 20 y
30% de W e incubadas a las diferentes temperaturas (7, 25, 37 y 45°C) obtenidas con luz polarizada
a40X.

Al realizar la inspeccion de las muestras mediante luz polarizada se identificd que, para todas las

temperaturas de incubacion fue posible formar estructuras birrefriengentes de CLL y con diferencias
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minimas de textura para la misma cantidad de W. En cuanto a la influencia de la temperatura sobre el
% de fase de CLL, en la Figura 22 se muestra que tuvo poco efecto sobre este pardmetro para la misma

formulacion.

100
9% E4:6/9:1 B4:6/8:2 [E4:6/7:3
80
70
60
50
40
30
20
10

CLL

%

25°C
TEMPERATURA

Figura 22. Porcentaje de CLL obtenido a partir de las mezclas ternarias O-To34S0.66-W 4:6 respecto
a las diferentes temperaturas de incubacion.

Por otra parte y de igual manera que cuando se utilizé 37°C como temperatura de incubacion, los CLL
conservaron la misma dependencia directa entre la cantidad de W y el % de fase de CLL que se forma.
La Figura 23 muestra la concentracién normalizada de B-c en los CLL como criterio para evaluar la

influencia de la temperatura de incubacion sobre la capacidad de carga.
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Figura 23. Porcentaje de CLL obtenido a partir de las diferentes mezclas ternarias O-To.34S0.66-W
para las diferentes temperaturas de incubacion.
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Con respecto a este parametro, podemos concluir que a bajas temperaturas se tiene un mayor contenido
de B-c en los CLL, esto es probablemente atribuido a que el B-c presenta una importante sensibilidad
cuando se somete a altas temperaturas, y aun cuando la eleccion de las temperaturas de incubacion fue
inferior a la que se sabe que promueve la degradacion de este compuesto (63 °C) (Hornero-Méndez y
Minguez-Mosquera, 2001), es importante contemplar el efecto sinérgico entre la temperatura y el
tiempo de permanencia, es probable que esto provocara la disminucién del contenido de [-c para las

muestras que se incubaron a mayor temperatura.

8. CONCLUSIONES

La construccion de los diagramas ternarios mostré que se podian formar CLL con mezclas de
tensoactivos que oscilaban entre el 40 y el 63%. Las técnicas de microscopia de luz polarizada e indice
de refraccion confirmaron la presencia y diferenciacion de estructuras de CLL.

Las pruebas de FTIR, reologia y calorimetria proporcionan evidencia de que la variacion de la relacion
en peso de cada componente tiene influencia en las caracteristicas y funcionalidad de los CLL. En este
sentido, se puede concluir que, la cantidad de W es la variable que tiene mayor influencia. Para el caso
de tamafio de particula e indice de refraccion (IR), se observd que cuando se incrementa el contenido
de W hay una disminucién del tamafio de particula y un aumento en el IR.

El incremento de W también tiene la capacidad de modificar las interacciones inter e intramoleculares
y se demuestra por los desplazamientos de bandas en FTIR. En cuanto a las propiedades de flujo de
estos sistemas dispersos, reafirmaron que, al modular el tamafio de particula y las interacciones
inducidas por cambios de composicion, se pueden disefar sistemas para un fin especifico en términos
de adhesion y coeficiente de difusion, ya que, estas propiedades se encuentran directamente
relacionadas con la viscosidad aparente y las propiedades viscoelasticas.

Del analisis térmico se puede concluir los CLL formulados tienen buena estabilidad térmica, dado que
se requieren altas temperaturas (> 60 °C) para causar inestabilidad o cambios irreversibles.

Las estructuras liquidas lipotrépicas formuladas tienen la capacidad para retener y proteger el -
caroteno y dado que la inclusion de esta biomolécula fue la variable que tuvo menos aporte en la
modificacion de las caracteristicas de los CLL, se puede inferir que son viables para la incorporacion

nutracéuticos y bioactivos, de otro tipo que pueden ser utilizados en el desarrollo de nuevos alimentos.
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