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Resumen

La caléndula es una planta que contiene en su estructura, moléculas que poseen actividad antioxidante, lo que conlleva
la neutralizacion de radicales libres derivados del estrés oxidativo. Mediante el presente estudio, se llevé a cabo la extraccion del
aceite esencial de caléndula mediante el método de macerado. Posteriormente, se formé una emulsificacion O/W mediante el
método de ultrasonido, a una potencia de 250W. Para la sintesis de la microemulsién se incorpor6 tween 80 como surfactante
anfifilico y alginato de sodio como agente estabilizante. La formacién de las microemulsiones se validé mediante microscopia
optica por la presencia de microparticulas de 0.86 pm y 13.2 um. Mediante caracterizacion FTIR, se confirmd la presencia de
grupos funcionales caracteristicos del aceite esencial, en las microemulsiones. Asi, en el presente estudio se detalla la discusién
sobre las propiedades atribuidas al sistema, por la incorporacion de los diferentes agentes mencionados y por el disefio
experimental propuesto. Por ende, se propone la maceracién como un método facil y asequible para la obtencion de aceites
esenciales, al mismo tiempo que la microemulsificacién se postula como una alternativa Ilamativa para la encapsulacién de
dichos aceites.

Palabras Clave: aceite esencial, caléndula, maceracion, microemulsion.
Abstract

Calendula is a plant that contains in its structure molecules that have antioxidant activity, which entails the neutralization of
free radicals derived from oxidative stress. Through the present study, the extraction of calendula essential oil was carried out
using the maceration method. Subsequently, an O/W emulsification was formed using the ultrasound method, at a power of
250W. For the synthesis of the microemulsion, tween 80 was incorporated as an amphiphilic surfactant and sodium alginate as
a stabilizing agent. The formation of the microemulsions was validated by optical microscopy by the presence of microparticles
of 0.86 um and 13.2 um. Through FTIR characterization, the presence of functional groups characteristic of the essential oil in
the microemulsions was confirmed. Thus, in the present study the discussion on the properties attributed to the system is detailed,
due to the incorporation of the different agents mentioned and the proposed experimental design. Therefore, maceration is
proposed as an easy and affordable method for obtaining essential oils, at the same time that microemulsification is postulated
as a striking alternative for the encapsulation of said oils.

Keywords: essential oil, calendula, maceration, microemulsion

Dentro de las células de la piel, se crea un ambiente reductor
gracias a la actividad de ciertas enzimas que mantienen un

1. Introduccion

El envejecimiento ha suscitado el interés de diversas
empresas, especialmente la industria cosmética, que ha llevado
a cabo numerosas investigaciones con el objetivo de crear
productos que contrarresten los efectos del envejecimiento en
las personas.
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suministro constante de energia metabdlica. Cuando este
equilibrio redox se ve perturbado, se propicia la generacion de
peroxidos y radicales libres, lo que conlleva a una mayor
inestabilidad y reactividad, que pueden dafiar diversos
componentes celulares, incluyendo proteinas, lipidos,
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teldmeros y ADN. Como resultado, los radicales libres
fomentan el proceso de oxidacién y degeneracion en la piel
(Xu, 2018).

Existen diversas plantas que producen aceites vegetales y
tienen propiedades ideales para su utilizacion dentro de la
industria cosmética, como, por ejemplo: el aceite de jojoba,
aceite de oliva, aceite de semillas de girasol, aceite de
almendras dulces, entre otras. De igual forma, la industria
cosmética ha mostrado interés por aquellas plantas que tienen
la capacidad de producir extractos, entre las mas destacadas se
pueden encontrar: aloe, caléndula, manzanilla, té verde, avena,
romero, entre muchos otros (Arraiza, 2017).

El potencial de antienvejecimiento de los aceites esenciales
ha sido evaluado por diversos investigadores a nivel global
(Ayaz etal., 2017). Particularmente, la caléndula es una planta
que ha atraido gran interés por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, inhibitorias, entre otras. En lo que respecta a
los compuestos presentes en la caléndula, se tiene en
abundancia compuestos fenolicos (flavonoides y acidos
fenolicos) y saponinas, asi como también, carotenoides y
alcoholes triterpénicos, tanto en su forma libre como
esterificada (Sanchez, 2023). Dichos compuestos confieren a
la planta caracteristicas que promueven la regeneracion de la
piel y la produccion de coldgeno. Ademas, los carotenoides y
los flavonoides tienen la capacidad de causar la inactivacion de
especies reactivas de oxigeno. Por un lado, en las flores
liguladas de la caléndula, se encuentra una proporcion de
carotenoides equivalente al 0.078%, mientras que en los
receptaculos esta cifra disminuye a un 0.017%. En
contraposicion, el contenido de flavonoides en la caléndula
representa un porcentaje total de 0.88% en las flores liguladas
y 0.33% en los receptaculos. (Jan, 2017).

Los métodos de extraccion pueden dividirse en dos
secciones principales: métodos clasicos (hidrodestilacidn,
maceracion, destilacion por arrastre de vapor, etc) y métodos
especializados (extraccion asistida por ultrasonido, extraccion
asistida por microondas, extraccion con fluidos supercriticos,
etc.) (Bolouri et al., 2022).

La maceracién es un proceso de extraccion sélido-liquido
en el cual se afiaden los componentes de la planta a un
recipiente junto con un solvente. Luego, se permite que la
mezcla repose durante un periodo determinado, y finalmente,
se lleva a cabo la separacion de los componentes mediante
filtracion o decantacion. Durante este proceso, la materia
prima contiene una variedad de compuestos bioactivos que se
disuelven en el liquido de extraccion. Como resultado, se
obtienen dos productos que pueden ser utilizados segln las
necesidades: el sélido y el extracto. Es importante destacar que
la naturaleza de los compuestos bioactivos extraidos depende
tanto de la materia prima utilizada como del tipo de liquido de
extraccion empleado. La maceracion se destaca por su
simplicidad y su eficiencia energética (Rasul, 2018). En
términos generales, este proceso ofrece una manera efectiva de
obtener los beneficios de los compuestos bioactivos presentes
en la materia prima de forma préactica y econémica.

Para preservar particulas, sustancias 0 compuestos
bioactivos que son propensos a la degradacion, oxidacion o
pérdida de su actividad debido a condiciones ambientales
adversas, se recurre a técnicas como la encapsulacion (Ribeiro
etal., 2020). Esta técnica realizada para compuestos bioactivos
tiene como prop6sito principal asegurar la eficiencia y la
eficacia de los compuestos bioactivos, asi como también su

proteccion ante influencias no deseadas. Ademas, la
encapsulacién permite la liberacién controlada de dichos
compuestos y una mayor biodisponibilidad (Siddiqui, 2022).

La encapsulacion ofrece una amplia gama de posibilidades
en cuanto a eleccion de materiales encapsulantes, equipos y
métodos, lo que permite la creacién de capsulas con
dimensiones que abarcan desde la nanoescala, en un rango de
10 a 1000 nm, hasta la microescala, con dimensiones de 3 a
5000 pm (Abu-Thabit, 2021). Para el empleo de métodos de
microencapsulacion de alta energia, se inicia preparando una
macroemulsién mediante la combinacidon de dos fases (agua y
aceite) y el surfactante o tensoactivo seleccionado.
Posteriormente, esta macroemulsion se somete a un proceso de
sonicacion, donde a través de la generacién de presion o
cavitacion, se logra la fragmentacion de las gotas hasta
alcanzar un producto final homogéneo con dimensiones
micromeétricas o nanométricas (Gupta et al., 2016).

Los sistemas de microencapsulacion superan a los métodos
convencionales en aspectos como: estabilidad termodinamica,
penetracion cutanea, habilidad de solubilizacion de
componentes lipofilicos y apariencia fisica (Lee et al., 2022).

Partiendo de las aplicaciones que se le pueden dar al aceite
esencial de caléndula por su actividad antimicrobiana,
antioxidante y antiinflamatoria debido a su contenido fendlico,
asi como las ventajas del incremento de su area superficial o
de contacto al incorporarlo a un sistema nano o
microestructurado; en el presente estudio se propone llevar a
cabo la evaluacion de una microencapsulaciéon mediante la
preparacién de un sistema microemulsionado por el método de
macerado, como se observa en la Figura 1. Esto con el objetivo
de evaluar las condiciones éptimas que requiere el proceso de
encapsulacion, asi como evaluar la presencia de flavonoides y
carotenoides en las capsulas obtenidas.

Gota de microemulsion

Figura 1: Esquematizacion de una gota de una microemulsién O/W a base de
aceites esenciales de caléndula

2. Desarrollo experimental | Sintesis

2.1 Extraccion de aceite esencial de caléndula por método de
maceracion a partir de flores secas

Se llevd a cabo, previo a la maceracion, la esterilizacion de
materiales de laboratorio, lavando cada elemento con jabdn
neutro (Jalmek) y colocando los frascos en autoclave (T-fal) a
una temperatura de 100°C. Se trabajo con flores de caléndula
fresca (Fuentes naturales); sus componentes se clasificaron en
pétalos, capullos y tallos los cuales fueron pesados en una
balanza analitica (Velab). EI proceso de maceracion se realizo
en un frasco de 500 ml con 500 ml aceite de almendra (ROCA
grado cosmético), en el cual se depositaron los pétalos y
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capullos de la planta con un gramaje de 49.56¢; y un segundo
frasco de 500 ml con 500 ml aceite de jojoba (Productos el
Roble), en el cual se depositd la flor completa con un gramaje
de 90.31g. El proceso se realizé en una campana de extraccion
(ECOSHEL MODEL1200F) (Fenaroli, 1995). Posteriormente,
los frascos fueron cerrados herméticamente con manta de cielo
de bajo de la tapa para evitar la filtracion de humedad. Los
frascos se revisaron diariamente para que en caso de humedad
se pudiera retirar, asi mismo se evalu6 pH (tiras de pH
CIVEQ) y temperatura cada 5 dias hasta alcanzar un tiempo de
macerado de 40 dias subsecuentemente al terminar este
proceso el aceite fue filtrado utilizando un sistema de filtrado
(ROCKER 300 MF 31) con una membrana de nanocelulosa
(CMR Globe 0.46 um) con el fin de retirar el material organico
que pudiera haber quedado suspendido en el aceite.
Sucesivamente fue almacenado en un lugar fresco y sin ser
expuesto a la luz del sol, para su posterior encapsulado.

2.2 Microencapsulacion de aceite esencial de caléndula

Para cada uno de los aceites esenciales obtenidos, se realiz6
el siguiente procedimiento. Se peso6 4.8 g de alginato de sodio
(Grado alimenticio) en una balanza analitica y se disolvi6 en
288.64 mL de agua desionizada (Mili Q 99.99% 18 MQ-cm?)
a 25°C en un vaso de precipitado de 400 mL. Posteriormente
se midieron 3,680 uL de aceite con una micropipeta, y dicha
porcién se afiadio a la solucidén acuosa. Después se midieron
2,880 pL de Tween 80 (Meyer 98% ACS) con una micropipeta
y se agregd a la misma solucion acuosa. Todos los reactivos
anteriores se mezclaron mediante un homogeneizador de alta
velocidad (VELAB) a 15000 rpm durante un tiempo estimado
de 5a 10 minutos. Seguido de esto, la muestra se coloco en un
bafio de ultrasonido (CO-Z) a 40°C por intervalos de 5 minutos
hasta llegar a 15 minutos. Finalmente, las muestras fueron
depositadas en viales a temperatura ambiente, para su posterior
caracterizacion (Branco et al, 2020).

2.3 Medicién del tamafio de particula

Para obtener las micrografias se utiliz6 un microscopio dptico
(Zeigen) con 100 magnificaciones a una resolucién de 0.18
pum. El andlisis de estas se realiz6 dentro del software ImageJ,
utilizando como referencia laresolucion y el nimero de pixeles
contenidos en la imagen. De esta manera se logré medir el
tamafio de particula de ambos sistemas microemulsionados,
tanto el de macerado de aceite de jojoba como el de aceite de
almendra. Finalmente, se realizaron dos graficas de
distribucion de las frecuencias de cada tamarfio obtenido en las
mediciones.

2.4 Caracterizacion de las microemulsiones

La caracterizacion de los extractos de aceite esencial de
caléndula obtenidos por el método de maceracion y las
microemulsiones sintetizadas a partir de dichos extractos, se
realiz6 mediante espectroscopia FTIR. Los espectros de
absorbancia se adquirieron con la ayuda de wun
espectrofotdmetro FTIR (Bruker Alpha). Los espectros de
absorcion se registraron en un rango de longitud de onda de
4000-400 cm~t con un tamafio de paso: 0,1 cm™!/s, y un
tiempo de integracion de 5 espectros por medida en 2 min. Las
mediciones se realizaron en condiciones ambientales.

3. Andlisisy discusion de resultados
3.1. Espectroscopia FTIR

Con la finalidad de identificar los grupos funcionales
presentes en los extractos de aceite esencial de caléndula y
confirmar el éxito en la formacién de las microemulsiones
preparadas, se procedid a realizar un andlisis mediante
espectroscopia FTIR en las muestras.

Las Figuras 2 y 3 indican los espectros de absorbancia
obtenidos para las muestras correspondientes a extractos de
aceite esencial y microemulsiones de almendra y jojoba,
respectivamente. En ambas graficas, M1 corresponde a el
extracto de aceite esencial y M2 a la microemulsién formada a
partir de dicho aceite.
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Figura 2. Espectro infrarrojo de M2) Macerado de aceite esencial de
caléndula con aceite de almendra y M3) Microemulsién a base de macerado
con aceite de almendra
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Figura 3. Espectro infrarrojo de M2) Macerado de aceite esencial de
caléndula con aceite de jojoba y M3) Microemulsion a base de macerado con
aceite de jojoba

A partir de los espectros obtenidos se identificaron los
grupos funcionales presentes en las muestras. Las tablas 1y 2
indican los nombres y los nimeros de onda de absorcién de los
grupos funcionales obtenidos para las muestras de los extractos
de aceite esencial y microemulsiones, de almendra y jojoba,
respectivamente.
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Tabla 1: Grupos funcionales presentes en extracto de aceite esencial y
microemulsion, a partir de macerado con aceite de almendra

Muestra G.F Ndmero de onda (cm™1)
M2 C-H 3009.42
M2 0=C-H 2922.84
M2 C=0 1743.81
M3 O-H 3386-3219

Tabla 2: Grupos funcionales presentes en extracto de aceite esencial y
microemulsion, a partir de macerado con aceite de almendra

Muestra G.F Numero de onda (cm™1)
M2 C-H 3007.35
M2 0=C-H 2922.84
M2 C=0 1743.81
M3 O0-H 3401-3219

Las Figuras 2 y 3 evidencian la formacion de una
microemulsion a partir de extracto de aceite esencial de
caléndula por método de macerado.

El tween 80 es un compuesto anfifilico, es decir que en su
estructura presenta un extremo hidrofilico y otro extremo
lipofilico. Esta caracteristica permite una doble interaccion con
las diferentes fases de la microemulsion, formando
nanoparticulas cuya componente externa o cabeza es
hidrofilica y cuya componente interna o cola es lipofilica
(Cheng et al., 2017).

El extremo hidrofilico del tween 80 se caracteriza por estar
conformado por grupos OH. Estas moléculas polares
interacttan con las moléculas del agua formando puentes de
hidrégeno (Kopanichuk et al., 2018). Las Figuras 2 y 3
muestran una curva caracteristica a ello en el rango de 3500
@@’ a 3000 @E L. Kopanichuk et al. (2018) han reportado la
relacion de esta curva con la presencia de grupos OH en la
estructura de la microemulsién. De esta manera, haciendo un
analisis comparativo del espectro de los aceites esenciales
puros con la microemulsion formada, se puede percibir un
cambio en la intensidad de absorcion debido al incremento del
momento dipolar del enlace como consecuencia de la mayor
polaridad del mismo.

En otros casos, se demostré que la mezcla de Tween 80 con

fosfolipidos puede mejorar la estabilidad de la emulsidn
evitando la coalescencia debido a su capacidad para aumentar
las fuerzas de repulsion y con esto favorecer la dispersion de
las moléculas. (Jafari, 2018)
La banda correspondiente a estas interacciones se representa
en un rango de nimero de onda de 1780 a 1650 BB, misma
que corresponde al grupo C=0, que se observaba ya en la
estructura alifatica y aromatica de los aceites esenciales puros.
Respecto a ello no se observo méas que una ligera reduccion en
la intensidad, lo cual se puede atribuir a la interferencia de
otros componentes de la emulsion en la generacion de
vibraciones de los &tomos de este grupo funcional por la
radiacion infrarroja.

El alginato de sodio, debido a la presencia de grupos OH en
su estructura, muestra una afinidad hidrofilica similar a la del
Tween 80, lo que le permite interactuar con las moléculas de
agua en la fase acuosa. Esta propiedad facilita la formacidn de
una doble capa eléctrica alrededor de las gotas de la
microemulsion (Langford et al., 2022), lo que a su vez, influye
en la lectura de absorbancia del grupo aldehido mediante

espectroscopia infrarroja. Es importante destacar que, aunque
los picos correspondientes al grupo aldehido en la Figura 3 son
mas prominentes que los de la Figura 2, esta diferencia podria
estar relacionada con el tamafio de las particulas, ya que las
particulas en la microemulsion formada a partir del aceite
esencial de caléndula extraido con la maceracion con aceite de
jojoba, son notablemente mas grandes que las presentes en la
microemulsion formada a partir del aceite esencial de
caléndula extraido con la maceracion con aceite de almendra.

Debido a que las bandas de absorcion analizadas se
encuentran en la region del espectro correspondiente a los
grupos funcionales, si bien, puede dar una idea de las
interacciones formadas, este no provee suficiente informacion
para poder hacer un andlisis intrinseco de la estructura de las
moléculas que componen el sistema. Al estar todas las bandas
identificadas en esta regién, se reconoce que el tipo de
vibraciones de enlace que estas representan son de
estiramiento.

3.2 Microscopia Optica

Mediante el analisis de microscopia Optica se puede
confirmar la formacion de la microemulsion mediante la
observacién de las gotas en esta escala (Figuras 4 y 6). Por
medio del analisis de tamafio de particula, se puede destacar
que el sistema formado a partir del aceite esencial de caléndula
extraido con la maceracién con aceite de jojoba (Figura 5)
presenta un tamafio predominante de particula mayor que el de
aceite de almendra (Figura 7), siendo estos 13.2 y 0.86 um
respectivamente.

Figura 4. Microemulsién formada con macerado con aceite de jojoba
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Figura 5. Curva de distribucion de tamafio de microencapsulacion con aceite
esencial de macerado con aceite de jojoba
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Figura 6. Microemulsion formada con macerado con aceite de almendra
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Figura 7.Curva de distribucion de tamafio de microencapsulacion con aceite
esencial de macerado con aceite de almendra

Asimismo, por la anchura de la curva correspondiente al aceite
de jojoba, se tiene que este sistema presentd una alta
polidispersidad en comparacion con el de aceite de almendra.
De esta manera, considerando que el primero tiene un mayor
tamafio de particula, se puede atribuir ambos hechos a que en
este sistema se estd presentando mayormente el fenémeno de
Ostwald  Ripening como  consecuencia de una
desestabilizacion del sistema como resultado de alguna
variacion en las condiciones de control posterior a la
preparacion de las microemulsiones, asi como una variacién en
el pH de los macerados previo a la ultrasonicacion.

4, Conclusiones

En el presente estudio, se detallan los resultados distintivos de
dos sistemas microemulsionados, derivados de la sintesis y
microencapsulacién del aceite esencial de caléndula. El
proceso de microencapsulacion se enfoco en una técnica de
alta energia mediante el empleo del método de ultrasonido.
Aprovechando el fendmeno de cavitacion, se logro la
formacién de particulas con un didmetro reducido, lo cual
podria contribuir a mejorar el transporte de componentes
bioactivos.

Se eligio Tween 80 como surfactante o tensoactivo anfifilico,
con una proporcién mayormente acuosa en la formulacién
final (configuracion O/W). El alginato de sodio con su
contraion se incluyd para la formacion de una doble capa
eléctrica que prevenga los mecanismos fisicos de
desestabilizacion de micro y nanoemulsiones como los son la
agregacion de gotas y el fendmeno de Ostwald Ripening.

Se evidencio la formacion de microparticulas mediante la
identificacion de grupos funcionales presentes tanto en el
extracto de aceite esencial de caléndula como en la
microemulsion  sintetizada, utilizando microscopia de
infrarrojo. No obstante, el alginato de sodio afectd la
intensidad de las sefiales observadas debido a la formacion de
una doble capa eléctrica que influyo en la absorbancia de los
grupos funcionales del aceite esencial. En este contexto, se
resalta la maceracion como un método sencillo y econdmico
para la obtencion de aceites esenciales, mientras que la
microemulsificacion se presenta como una alternativa atractiva
para la encapsulacion de dichos aceites.
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