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Resumen

El presente estudio tiene como proposito expandir los conocimientos de caracter cientifico y
experimental acerca de los compuestos acido shikimico y Fucus vesiculosus, mediante el
andlisis de sus propiedades y su potencial aplicacion en la industria cosmética. Para esto, se
llevaron a cabo diversos procedimientos incluyendo la extraccién del anis estrella para
identificar el acido shikimico de manera cualitativa y cuantitativa, ensayos de capacidad
antioxidante y capacidad antimicrobiana, para finalmente sugerir una formulacién de una crema

humectante y unos parches de biopolimeros.

En primer lugar, se realizo la extraccion del anis estrella (///icum verum) mediante el método
Soxhlet, utilizando agua como disolvente. Posteriormente, dicho extracto se liofilizd y
posteriormente fue identificado mediante espectrofotometria infrarroja y ultravioleta para lograr
cuantificar su concentracion y compararlo con un extracto patron importado desde China. Para
la identificacion cualitativa el andlisis infrarrojo brindé informacion clave acerca de los grupos

funcionales del extracto obtenido en laboratorio y el extracto patron.

Seguidamente, se realizaron pruebas para evaluar la capacidad antioxidante del Fucus
vesiculosus y del acido shikimico utilizando el ensayo DPPH para determinar su potencial como
neutralizador de radicales libres. Los resultados obtenidos permitieron confirmar que el extracto
del alga posee una capacidad antioxidante, respaldando asi su posible aplicacién para

formulaciones cosméticas con propiedades antienvejecimiento.

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas de capacidad antimicrobiana mediante el método
de cultivos en placa de agar, evaluando la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus
y Escherichia coli. Se probaron diferentes concentraciones de los extractos de acido shikimico
y Fucus vesiculosus, tanto de manera individual como en combinacion para determinar su

eficacia frente a estos microorganismos.

Finalmente, se desarrollaron dos formulaciones cosméticas: una crema hidratante y parches
de biopolimeros para el contorno de ojos, con el fin de explorar su viabilidad en productos para
el cuidado de la piel. Este estudio no solamente confirma el potencial de ambos extractos para
formulaciones cosméticas, sino que también abre nuevas posibilidades para el desarrollo de

productos cosméticos innovadores basados en ingredientes naturales.

II



Dedicatoria

Dedicamos este trabajo a nuestros padres Teresita, Saul, Luis y Maria, Silvia, hermanos y
familiares, quienes han sido un pilar fundamental en nuestro crecimiento académico y personal.
Su apoyo constante, tanto emocional como material, ha sido clave para la culminacion de esta
investigacion. Agradecemos su paciencia y confianza en nosotros durante todo este proceso.
Ellos son nuestra principal motivacion para continuar nuestro camino en el mundo del

conocimiento y el crecimiento individual.

También queremos reconocer a nuestros amigos y compaiieros, quienes han compartido este
camino con nosotros, brindandonos apoyo, motivacion y un espacio de colaboracion y
aprendizaje. A Venus y Scout, cuya compaiiia ruidosa nos acompaiido en largas horas de
investigacion, aportando momentos de aullidos y diversioén atin en los dias mas exigentes y de

menor tiempo libre. Debemos agradecer su presencia y su ensefianza cada dia.

Finalmente, expresamos nuestro agradecimiento a nuestros tutores y profesores, quienes con
su orientacion y conocimientos nos han guiado en el desarrollo de esta tesis. Su compromiso
con la ensefianza y la investigacion ha sido fundamental para la construccion de este trabajo. A
nuestra tutora, la Dra. Karolina Gonzalez, por su paciencia, su conocimiento y sus ensefianzas
que fueron claves para la culminacion de este proyecto. Al Dr. Douglas Oviedo, por tomarse el
tiempo durante su tiempo de trabajo para ensefiarnos y guiarnos durante procesos de laboratorio
que no fueron nada sencillos. También, agradecemos a todo el personal de laboratorio que

siempre se mostrd anuente a ayudar y compartir su conocimiento.

III



Tabla de contenido

CAPITULO I: INTRODUCCION .....euvnvnenenreninsesnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 13
1.1 INErOAUCCION ouueeieenriieniiirniinsnnensnicssnncssssnessssisssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssanes 14
1.2 Planteamiento del problema..........ccooeeiiiiiiveniicsccnnicssssnnecsssssssesssssssssssssssssssssssssecs 15
1.3 ODJELIVOS..ueiirrurierrricssnricssnricssnnicsssnsssssnesssssessssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 17

1.3.1 ODbjJetivo @eneral...........c..coouiiiiiiiiiiiiiiiecer ettt ettt ettt ettt 17
1.3.2 ODbjetivos eSPECIfICOS ........cc.ooiiiiiiiieieeeee ettt sttt ettt 17
1.3 JUSTHICACION.ccecuerierrerinsreresseressnressanisssanisssanesssasssssanssssnsessssssssssssssnsssssssssssssssssssssssanes 18
14 ANTECEUEIIEES ..ccoervunrricsissaniecsssnricssssssressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 20

CAPITULO II: MARCO TEORICO .......uuueeeeennneeeeeeeeeeeeeeeeesssreeeseesssssesssssssssessssssns 33

2.1 Acido shikimico obtenido del anis estrella (ZIiCiUm VEFUM) ...ucunereecreeeereerercrerserens 35
2.1.1 GeNeralidades...........cooouiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt et ebe e e 36
2.1.2 Caracteristicas Y Propledades .............cccooviiiiiiiiniieiiiieeie ettt et et eitesbeeebeesbeeebeesbeeeaeeenees 36
2.1.3 Propiedades antimiCrobIanas ............cocoooiiiiiiiiiiiiii e 37
2.1.4 Propiedades antioXidantes..............cc.ooiiiiiiiiiiiiiiie ettt et ettt et e et 38
2.1.5 Propiedades analgésicas y antiinflamatorias ....................c..coooiiiiiiiii 41
2.1.6 Propiedades anticOAUIANLES ..................cooiiiiiiiiiiieiiie ettt et st iee st ee et e e baeeaeeenees 41
2.1.7 Medicion de la capacidad antibacteriana......................coocoiiiiiiiiiiii e 42
2.1.8 Métodos de extraccion del acido shiKimico ................c..cooooiiiiiiiiiiiicce 43
2.1.9 Métodos de analisis del acido ShiKimico................coocoiiiiiiiiiiii e 45

2.2 Sargazo vejigoso (FUCUS VESICUIOSUS) eeeuuerereersueesruensaerssaensnesssensnesssssssssssesssssssssssssessns 46
2.2.1 GeneralidAdEs ..o e e e e e e a e e e e e e eataraaaaeaeaan 47
2.2.2 Composicion quimica del Fucus veSiCUIOSUS.................c..ccceevcueeiiuienieiiieeiieeciie et 48
2.2.3 Propiedades antioXidamtes.............occoeiiuiiiiiiiiiiiieii et 49
2.2.4 Medicién de la capacidad antioxidante del Fucus vesiculosus (Prueba DPPH) .......................... 49
2.2.5 Propiedades antimiCrobDIaAnas ............cocoiiiiiiiiiiiiiii e 51
2.2.6 Propiedades antiCANCEIIZEIMAS ................covuiieiiiiiiiieeiiieeteeieeeieeeieeeiteeteeebeesebeeebeeentaeeseesnseeeseesnses 52
2.2.7 MEtodos de anALISIS ............occoeiiieiiiiiieie ettt s sneenee e 52

.............................................. 54
CAPITULO III: MARCO METODOLOGICO .........euoeeeeeeneeeeereeereeeeraveessvesesseeesssenes 56
3.1 Enfoque........ccoverercunrcrcurccnnns 57
3.3 Fuentes de informacion 58
3.4 Criterios de busqueda de la informacion .58
3.5 Criterios de inclusion y exclusion SRR ) |
3.6 Variables de la investigacion 61

v



3.7 Descripcion del procedimiento de recoleccion y analisis de datos 64

La recoleccion y analisis de datos de esta investigacion se llevara a cabo en varias
etapas, cubriendo la totalidad de los objetivos propuestos. Estos incluyen la extraccion
del anis estrella (/llicium verum) para la obtencion de un extracto que contenga acido
shikimico, permitiendo también su posible identificacion mediante técnicas
cualitativas y cuantitativas. 64

En una segunda etapa, se lleva a cabo el ensayo DPPH para verificar la capacidad
antioxidante del acido shikimico y del Fucus vesiculosus, tanto de manera individual
como conjunta, con el fin de determinar su posible sinergismo. Asimismo, se realiza
una prueba de capacidad antimicrobiana de estos compuestos, igualmente de forma
individual y en combinacion, evaluando un posible efecto sinérgico 64

3.8 Descripcion del método de extraccion de anis estrella (Illicium verum) .............e.... 65

El proceso de extraccion del anis estrella (Illicium verum) consiste, en primer lugar, en
adquirir la materia prima. La estrella de anis puede obtenerse en pequeiias cantidades
en diversos puntos de venta. En Costa Rica, este producto puede adquirirse en el
Barrio Chino, en diferentes tiendas dedicadas a la venta de productos importados de
China. Seguidamente, en el laboratorio, se tritura la materia prima (material vegetal)
utilizando un mortero o una licuadora, con la finalidad de disminuir el tamaiio del

fruto seco y favorecer su proceso de extraccion. 65
3.8.1. Materiales UtHHZAAOS .............cccoooiiiiiiiiiiiie ettt st 68
3u8.2 REACTIVOS ...ttt e et e a e e at e s bt e e a bt e s bt e e eat e e sb bt e eabeesbteenateesabeesateenas 68
3.8.3 EQUIPOS Y CONUICIOMES .........ooooiiiiiiiiiiiiiiiecie ettt ettt e st e e st e e sabeessbeesaseesabeesnseesnseesnseenns 69

3.9 Descripcion de la identificacion y cuantificacion de acido shikimico .........cccceeeueneee. 70
3.9.1 Materiales UtIHZAAOS ..............cooviiiiiiiiiii e e 71
3L9.2 REACTIVOS ...ttt ettt e b e e ae e s bt e e e at e e s bt e e eht e e sbbeesateesbbeeeabeesbbeenateesabeeeateenas 71
3.9.3 EQUIPOS Y CONMUICIOMES .........ooooiiiiiiiiiiiiiiiecie ettt ettt e st e st eesateesabeesaseessbeesaseesnseesnseesnseasnseenns 72

3.10 Descripcion del ensayo de capacidad antioxidante DPPH............cccovervvvurcvcercccnanes 72
3.10.1 Procedimiento del ensayo DPPH ...............cocoiiiiiiiiiiii ettt 75
3.10.2 Materiales UtHZAAOS ...........cccooiiiiiiiiiiiii ettt sttt s e et 78
3.10.3 REACLIVOS ¥ EXEFACLOS.......c.uvieiiieiiieiiieitieeeie et eete e sttt e sete e sttt esabeesebeesaseesaseessseessseennseesnseesnseesseesnseenns 78
3.10.4 EQUIPOS Y COMICIOMNES ........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiteiieete ettt ettt st e st esabeesateesabeesateesabeesateenas 78

3.11 Descripcion del ensayo de capacidad antibacteriana ...........eeceveecvvneecscneecssnnccsnnnes 79
31T ProCedimuento .......c...ooviiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt eat e st e sat e s it e sat e e sbbeesabe e sh bt e sabeesabeenabee e 80
Su11.2 IVIALEIHALLS ...ttt ettt ettt b ettt et e h e h e bbbt sbe e bt e e e et e enee 81
3.11.3 EQUIPOS ¥ CONAICIONES. .....ccuvimiiriiintinieeieeitetetente st sttt sttt ettt st sttt ebt et et ebe st besbe bt et ensenaentenne e 81

3.12 Descripcion de la fabricacion de crema hidratante RN . 9
3.12.1 Procedimiento de fabricacion de crema ...................cccooiiiiiiiiiiini e 83
3.12.2 Formula cuali cuantitativa .............coo.oooiiiiiiiii e e 83
3.12.3 Materiales ULIHZAA0S ......ecuiereieiieieeie ettt sttt ettt et e et et e st e e enteenseennesneesneenneenneenns 84
323 EQUIPOS Y CONAICIONES ........oocuviiiiiiiiiiiiieiieeiieeeie sttt e eeteesteesteesbeesaseesabeesaseessseessseesnsesasseesnseesnseesns 84



3.13 Descripcion de la fabricacion de parches de biopolimeros .......c..ccceeceeeevcercccnrcssnnnes 84

3.13.1 Procedimiento de fabricacion de parches de biopolimeros...............c.c.coocceeviiiniiiiniiiiniin s 86
3.13.2 Formula cualicuantitatiVa ............ooooouviiiiiiiiiiiiic e e 89
3.13.3 Materiales WHHZAMOS ...............ooooiiiiiiiieiieceeeee et ee e e 90
3.13.4 EQUIPOS Y CONAICIONES .........ooimiiiiiiiiiieic ettt ettt et e e e e 90
CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS ........ucouueeueeneeenereneeecneeesessesneeesenes 92
4.1 Extraccién y cuantificacion del anis estrella en laboratorio......................c.ccooiiiiii 93

4.2 Analisis de espectrofotometria INfrarrofa ..............coccoviiiiiiiiiiiiiiiineee e 105

4.3 Analisis de capacidad antioxidante de 10s cOmPUESLOS...............cccoeiiiiiiiiiiiiiiii e 109

4.4 Determinacion de la capacidad antimicrobiana de los compuestos................c.coeceeriiiniiinieenieenne 121

4.5 Formulacién de crema humectante y parches de biopolimeros con los extractos de dcido shikimico

Y FUCUS VESICUIOSUS ...ttt ettt ettt ettt e s ettt e bt e s bt e e bt e e st e ebteenabeeaeeas 130
CAPIT ULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ...cceuueeeneeianeeareeseeseannes 135
5.0 COMCIUSIOMES ...ttt a e s ae e s eeeaeaeeeeaeaaaesenesseseseeseeseeseeesrnnnnees 136

5.2 RECOMEMAACIOMES .........ooooeiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e e e eeee e e e e eeee et e e e e eeeeataaeeeeeeeeestaareeeeeeeeetarreeseessenanreeeens 137
Referencias bibliograficas 138
CAPITULQ VI. ANEXOS c......euueeeeeeeeerrvreeeesssssesssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssnns 146
CAPITULQ VII. APENDICE .......cucooeneeeeeeeeeeeereeeeeeesnvreeessssssseessssssssessssssssssessssnns 157

VI



Lista de Figuras

Figura 1. Estructura del acido shikimico. Chem Impex (2024) ........ceeueeeniereniareniaennns 37
Figura 2. Anis eStrell. ....a.auenoneniniananeninininieneieiiininiareieiiiiiesassirirsesasassssesesssasassenes 65
Figura 3. Cartucho con 30g del material seco (anis estrella) ..............ucuceveneneninincavanannns 66
Figura 4. Preparacion del extractor SOXRIet.............oueueeieninieninieninieinieiinreiinnecaneecans 66
Figura 5. Proceso de eXtraCCiON .......ueeueennennenenienienienienienienceniencencencencencencescescencences 67
Figura 6. Obtencion del extracto lQUido. ...............cucuveneneninieierareieirieiarareirirsncesanennes 67
Figura 7. Estructura del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil. Cymitquimica.com.............. 73
Figura 8. Prueba cualitativa de dcido ascorbico contra solucion de trabajo DPPH. ......... 78
Figura 9. Barras con grosores de 2,5mm, 2,0mm, 1,8Mm. ...........ccucueeueeieniaieniaienianennans 87
Figura 10. Vista interna de una barra de 2,5mm. ..............eeeeeneenenenienrenrenrennensencenennes 87
Figura 11. Moldes con parches para cORtorno de 0joS. ............oueueeneeeninveniareinnencanencans 87
Figura 12. Moldes 3D de parches para contorno de 0jos. .............eueeeeueeeniaieniacenennennans 88
Figura 13. Preparacion del SErum. ............eueuienenienenieenieiinieienieienieieeieeasecaseecacencans 88
Figura 14. Ejemplo de sérum por almacenar 8 ROras. ............ceueeveneeveninreinreinsecanencans 91
Figura 15. Anis estrella (IIliCIUM VEFUN) o.......ce.eneeianenianinieinieiinieiinseiieseiiaseecassesassecans 93
Figura 16. Extraccion con color marron 0SCUTO. ......eeeeeeenenenenrenneniensensensensensensencennes 94
Figura 17. Extraccion con color MArron Claro...............eeeeeecenenveninveninreiarecasecannecans 94
Figura 18. Resultado de extraccion con color Marron 0SCUTO...........eeeeunencanenianenianennnns 95
Figura 19. Resultado de extraccion con color marron claro. .................eeeeeeeenennennennenn.. 95
Figura 20. Extracto liofilizado de anis estrella. ..............eueeenennennennennennenrenrencennennennennes 96
Figura 21. Acido Shikimico importado de China (DAtron) ..........eeeeeeeuveeeeeeervvneeesessnnnns 97
Figura 22. Disoluciones madre de anis estrella. (Lado izquierdo contuvo 5 gotas de HCI,
lado derecho no contUVO HCI) ........ucuenenenininininieiiiiiiincasesesiessecasasesresesssesasssssesess 100
Figura 23. Anadlisis de IR de dcido shikimico (PAtrON)............ceeeecerieveincenincaseecesncense 105
Figura 24. Anadlisis de IR de extracto de anis estrella liofilizado obtenido en el laboratorio.
........................................................................................................................ 106
Figura 25. Anadlisis de IR de extracto de dacido shikimico del Spectral DataBase............. 106
Figura 26. Andlisis de IR de Fucus veSiCUIOSUS ........c.cuueeienenienenianiniaiinieiinieiinceennnee 107



Figura 27. Anadlisis de IR de Fucus vesiculosus. (Naggar, 2021) ..........ceeueeceveverenennnnns. 108
Figura 28. Estructura del Fucus vesiculosus. (Barbosa, 2019) ...............ceueueneneenennen.. 108

Figura 29. Flujograma de trabajo para la preparacion de la disolucion de trabajo DPPH.

Figura 30. Flujograma de trabajo para la preparacion de la disolucion de trabajo de dacido
1] 1 T R 110

Figura 31. Flujograma de trabajo para la determinacion de la longitud de onda para la
determinacion de la curva de calibracion de dacido ascOrbico...................cuueeeenencanencen. 111

Figura 32. Flujograma para determinar la posible capacidad antioxidante de un compuesto
(prueba cualit@tiva iNICIAL .........cucucuveneninininiaieieiiiiiiniaraseiiirtecasasstresesesasssssssesasases 115

Figura 33. Prueba cualitativa inicial para determinar capacidad antioxidante del Fucus
VESICUIOSUS. «ouvenenvenenienenieninieninieinieieieiaiiieteeteteeceteecastecescscsssssssssssssssssssssssassnsans 116

Figura 34. Flujograma de trabajo para la determinacion de capacidad antimicrobiana.

..................................................................................... jError! Marcador no definido.
Figura 35. Preparacion de las muestras de dacido shikimico en el laboratorio................ 122
Figura 36. Preparacion de las muestras de Fucus vesiculosus en el laboratorio. ........... 122
Figura 37. Preparacion de las placas de agar en la camara de flujo laminar................. 123
Figura 38. Area de trabajo dentro de la camara de flujo laminar. .................ccveeeennn.. 124
Figura 39. Tableta de Ciprofloxacino 500mg disuelta en agua. ................eeeeeeeenennen... 124
Figura 40. Cultivo de bacterias de Staphylococcus QUFEUS. ...........ceueeeereevenieveincenennanne 125
Figura 41. Rotulacion de cada placa de Qgar. ..................caueecunencaninianiniaiinvenincennnenne 125
Figura 42. Horno a temperatur@ de 35°C.......euueunenenrenrenienienrennennencencensenceesencenceanens 126
Figura 43. Placa de agar de dcido shikimico frente a Staphylococcus aureus. .............. 127

Figura 44. Placa de agar de acido shikimico y Fucus vesiculosus frente a Staphylococcus

QUFPCUS. ceuvuererereeecnsereesesesacacesetessssesasscssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 128
Figura 45. Placa de agar de dcido shikimico Escherichia coli. ..................cueueneennne.... 129
Figura 46. Placa de agar de dcido shikimico Escherichia coli. ................c..cueeueueennne.... 129
Figura 47. Flujograma de trabajo para la formulacion de crema humectante............... 130
Figura 48. Formulacion de crema (aceite mineral en el beaker). ..................c.ucn....... 131
Figura 49. Producto final Sin eNVASAF. ........e.euveveninreninreiariiasisasisasiesasiesassassssaseens 131



Figura 50. Flujograma de trabajo para la fabricacion de parches de biopolimeros. ....... 132

Figura 51. Llenado de los parches en 10s MOIes. ................cucanenianenianiniaiiniaiincennnnnnne 133
Figura 52. Producto final Sin SErum. .........euceenennenienienienienienceniencencencencencencencencencens 133
Figura 53. Errores en el llenado de los moldes. ...............aueeeeeneniuiaaneniininiavareiennnnnns 134
Figura 54. Producto final envasado. ................eueeunennennenenienienieniencencencencencencencencens 134



Lista de graficos
Grdfico 1. Curva de calibracion de Acido Shikimico (PAtrON)..........eeeeeeevveeeeeerrvveeeneenns 99
Grdfico 2. Curva de calibracion de anis estrella obtenido en laboratorio. ..................... 102

Grdfico 3. Curva de calibracion de dacido ascorbico contra porcentaje de inhibicion del
QT2 1 TG T ) ) o o & (S 114

Grdfico 4. Curva de calibracion de Fucus vesiculosus contra porcentaje de inhibicion del
T ITETT I D) o o 5 SRR 119

10



Lista de Tablas

Tabla 1. Criterios de busqueda de informacion basados en los objetivos especificos de la

INVESTIGUCION @R CUFSO. «euvvevevsesavrrossssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 58
Tabla 2. Variables operacionales de los objetivos especificos de la investigacion. ................ 61
Tabla 3. Preparacion de la curva de ACido ASCOTDICO. .uaeeueunereesssunvioosssannsosssssnssossssssssssssssssens 75
Tabla 4. Esquema de trabajo, preparacion de MUESIIAS. .......ceeevoseuerossvrsosssessssansssssssssssssssssnes 76
Tabla 5. Preparacion de las concentraciones de acido SRIKIMICO.......uuueenueeeoenevoosnevossnnesosnnnes 80
Tabla 6. Preparacion de las concentraciones de Fucus veSiCUIOSUS .....uueeeeeuveeeesssaveeosssannnens 80

Tabla 7. Preparacion de las concentraciones de dcido shikimico en combinacion con Fucus

VESICULOSUS «oveveenneeecsnriissaeisssunesssnresssseessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 81
Tabla 9. Formula cuali cuantitativa para fabricacion de parches de biopolimero................ 89
Tabla 10. Formula cuali cuantitativa para el sérum de hidratacion de los parches.............. 89

Tabla 11. Cuantificacion de dcido shikimico en espectrofotometro ultravioleta visible (nm

Tabla 13. Tabla comparativa de las concentraciones de dcido shikimico (patron) contra
extracto de anis estrellado obtenido en laboratorio. ............eeeeeeeeecnneecsneeossuencssnencssansossnnees 104

Tabla 14. Preparacion de las muestras para la curva de calibracion de dacido ascorbico. .. 112

Tabla 15. Datos para el cdlculo de la concentracion de dcido ascorbico de los tubos de

Tabla 16. Cuantificacion de las absorbancias, porcentaje de inhibicion y concentracion de
[0S TUDOS de ERSAYPO. ac..cnueeennnennnaeinnnnrisnnrinsnnisssiesssisssssiessssnessssssssssssssssssssssssssasssssasssssssssssnss 114

Tabla 17. Datos para el cdlculo de la concentracion de Fucus vesiculosus de los tubos de
CHSAYO. covuvveesssressssressssresssrosssssssssssssssssosssssossssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssasssssassssnsace 117

Tabla 18. Preparacion de las muestras para la curva de calibracion de Fucus vesiculosus.

Tabla 18. Concentraciones y porcentajes de inhibicion del dacido ascorbico contra el Fucus
VESICUIOSUS. «evvevererevssaresssanesssasesssasesssssessssssssssosssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 119

Tabla 18. Datos de IC50 para el acido ascorbico y para el Fucus vesiculosus. ...........ueeee.. 120

11



Tabla 19. Distribucion de muestras rotuladas en las placas de Q@ar. ..............ueeeeeneeeeneneeans. 126

12



CAPITULO I: INTRODUCCION

13



1.1 Introduccion

Esta investigacion se centra en explorar las cualidades antioxidantes del alga marina Fucus
vesiculosus y la capacidad antibacteriana del acido shikimico extraido del anis estrella con la
finalidad de utilizar estos compuestos en productos cosméticos. La tendencia actual de la
cosmética se enfoca en encontrar compuestos principalmente antioxidantes y antibacterianos,
con tal de reducir el envejecimiento prematuro y mantener una piel saludable y libre de

microorganismos patdogenos.

Analizar las capacidades de estos dos compuestos juntos en una formulacion cosmética cobra
relevancia debido a que no es comun encontrar productos cosméticos en el mercado que tengan
ambos compuestos, por tanto, el desarrollo de una formulacidén para una forma cosmética de
crema y unos parches de biopolimeros para el contorno de ojos puede despertar interés en un
mercado cosmético, al apostar por las posibles caracteristicas antioxidantes y antibacterianas de

estos compuestos que se quieren investigar.

Se desea investigar las cualidades antimicrobianas del &4cido shikimico extraido en
laboratorio utilizando anis estrella, mediante un procedimiento de laboratorio, junto con andlisis
cualitativo para identificar el acido, liofilizar dicha extraccion para obtener el extracto en s6lido
y, posteriormente, cuantificar su concentracion con un espectrofotometro ultravioleta visible,
para analizar las cualidades antimicrobianas en un laboratorio. Asi, se identifica su capacidad
de reducir el crecimiento de bacterias especificas. Todo esto mediante la comparacion con un
patron de extracto de anis estrella traido desde un laboratorio fabricante de esta materia prima

en China.

Con respecto al alga marina, Fucus vesiculosus, se desea estudiar su capacidad antioxidante
en el laboratorio mediante una prueba denominada DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), para
medir la capacidad de reducir la oxidacién de un analito especifico, al tener esto una aplicacion
practica en la industria cosmética. Una vez estudiados ambos compuestos por separado, se
fabricaran dos productos: una crema y unos parches para el contorno de ojos, ambos con los dos

compuestos estudiados en el laboratorio.
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1.2 Planteamiento del problema

En los ultimos afos, la preferencia por productos con compuestos naturales ha impulsado la
innovacion en la industria cosmética, fomentando el desarrollo de nuevas formulaciones basadas
en ingredientes seguros, eficientes e innovadores. Las algas marinas, como el Fucus vesiculosus,
han ganado popularidad por sus propiedades antioxidantes, especialmente para combatir los

efectos del estrés oxidativo causado por la radiacion ultravioleta.

Asimismo, el acido shikimico extraido del anis estrella ha demostrado una capacidad
antibacteriana significativa, inhibiendo microorganismos patéogenos como Staphylococcus
aureus y mejorando la salud de la piel. Frente al envejecimiento cutaneo y los dafios asociados
a la contaminacion y la exposicion a agentes externos, una formulacion sinérgica que combine
las propiedades de estos dos ingredientes ofrece una solucion prometedora para el cuidado

integral de la piel.

Segun Hortas, Fernandez y Torres (2021), la preferencia hacia los productos ecoldgicos ha
aumentado en los ultimos afios. Esta tendencia, que también incluye a los productos cosméticos,
genera la oportunidad para explorar nuevos ingredientes naturales, seguros y eficientes para el
cuidado de la piel. Uno de los ingredientes con mayor auge son las algas marinas, gracias a sus

abundantes beneficios y propiedades.

Un tipo de alga de interés, el Fucus vesiculosus fue estudiada para determinar si las
propiedades de sus fucoxantinas pueden contrarrestar los efectos del estrés oxidativo causado
por la radiacién ultravioleta. La relevancia de estos beneficios radica en que, a nivel mundial, la
tendencia en cosmética se enfoca cada vez mas en la prevencion del envejecimiento cutaneo,
por lo que las algas marinas se presentan como una opcion prometedora en cuanto al desarrollo

de nuevos cosméticos.

Por otra parte, Bai, Zhong y Gao (2018), en su investigacion, determinaron que el acido
shikimico inhibe la formacion de especies bacterianas como el Staphylococcus aureus, por lo
que ha mostrado ser una promesa como agente antibacteriano en aplicaciones cosméticas.
También, el &cido shikimico tiene la capacidad de mejorar la textura de la piel y promover su
claridad mediante la regulacion del exceso de sebo y una reduccion de la inflamacion presente

(Chen, 2016).
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En este aspecto, se plantea la combinacion del Fucus vesiculosus y el acido shikimico para
una formulacidon cosmética para determinar la sinergia entre las propiedades antioxidantes del
alga y las propiedades antibacterianas del acido shikimico, ofreciendo asi un potencial producto
con base en productos naturales mediante el abordaje de ambas necesidades de la piel en una

sola formulacion, para parches del contorno de ojos y una crema hidratante.
Problematica

Una problematica a nivel mundial es el impacto del envejecimiento debido al estrés oxidativo
y la contaminaciéon ambiental en la salud de la piel, causada por microorganismos patdogenos
como bacterias que pueden causar condiciones dérmicas. De acuerdo con Rinnerthaler, Bischof,
Streubel, Trost y Richter (2015), el envejecimiento conduce a un adelgazamiento de las capas

epidérmicas y dérmicas de la piel.

La piel también pierde sensibilidad debido a la disminucion de la produccion de hormonas
sexuales y a la disminucion del nimero de terminaciones nerviosas, y, ademas, la piel se vuelve
mas seca y pierde, poco a poco, la funcion de servir como primera barrera contra el medio
ambiente, exponiéndola a factores. Por tanto, el envejecimiento extrinseco consiste en el
impacto de la radiacion ultravioleta que causa graves consecuencias en la piel expuesta, mas a

medida que aumenta la edad.

Ademas, la posibilidad de que la piel esté expuesta a la contaminacion ambiental por diversos
factores es existente. Los autores Bai, Wu y Liu (2015), en su estudio, revelan el uso potencial
del acido shikimico como agente antibacteriano contra Staphylococcus aureus. Esta bacteria es
una de las causas principales de infecciones de la piel y sus tejidos, ademas, las infecciones
cutaneas por S. aureus representan una gran amenaza para la salud publica debido a la enorme
cantidad de infecciones, asi como a la aparicion generalizada de cepas resistentes a antibidticos

(Krishna y Miller, 2012).
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Desarrollar una preformulacion de parches de biopolimeros para el contorno de ojos y una
crema a base de Fucus vesiculosus (sargazo vejigoso) y acido shikimico, con un enfoque en la

investigacion de las posibles propiedades antioxidantes y antibacterianas de estos compuestos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Extraer mediante técnicas de hidrodestilacion el acido shikimico, proveniente del
Hllicium verum (anis estrella), para evaluar su poder antimicrobiano frente a bacterias
como Staphyloccocus aureus a través de técnicas de cultivo en placa.

e Determinar la capacidad antioxidante del extracto de Fucus vesiculosus y del éacido
shikimico extraido del anis estrella, individualmente y de manera conjunta, mediante un
ensayo de captura del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), para la
evaluacion de la actividad antioxidante en funcidn de la concentracion de estos extractos.

e Optimizar el desarrollo de dos formas cosméticas mediante la metodologia de calidad
por disefio que incluyan los extractos de acido shikimico y Fucus vesiculosus mediante

la evaluacion de la seguridad, capacidad antioxidante y capacidad antimicrobiana.
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1.3 Justificacion

La motivacion para la investigacion de estos compuestos se centra en la creciente demanda
de productos cosméticos naturales con propiedades funcionales que ofrezcan soluciones a las
necesidades de quienes los utilicen, en el sentido del cuidado de la piel. Bajo este contexto, el
acido shikimico presenta una amplia bibliografia por su capacidad antimicrobiana y el Fucus
vesiculosus es valorado por sus potentes propiedades antioxidantes; por tanto, ambos presentan

un potencial importante para ser utilizados en formulaciones cosméticas.

La posibilidad de combinar estos dos compuestos bajo un efecto sinérgico podria ser ttil para
prevenir los dafnos causados por el envejecimiento prematuro, el estrés oxidativo y las
infecciones cutaneas. La investigacion no solo busca validar cientificamente sus beneficios, sino
también contribuir al desarrollo de productos cosméticos eficaces, de ingredientes naturales,

alineados con las tendencias actuales del mercado global.

Segun Chen, Liu, Zhao y Qiu (2021), la piel es la primera interfaz con el entorno externo y
estd sujeta al estrés oxidativo, el cual es causado por diversos factores. El exceso de especies
reactivas exacerba la pigmentaciéon y el envejecimiento cutdneo, lo que conduce a
irregularidades en el tono de la piel, mayor pigmentacion y la formacion de arrugas. En este
sentido, existe una demanda en la poblacion de productos con antioxidantes para la proteccion

de la piel y la reduccion de su envejecimiento.

Por otra parte, Krishna y Miller (2012) indican que un estudio epidemioldgico realizado en
los Estados Unidos encontrd que las infecciones cutaneas por Staphylococcus aureus provocan
11,6 millones de visitas ambulatorias y casi 500 000 ingresos hospitalarios, generando que las
infecciones bacterianas en la piel sean un motivo de preocupacion a nivel de salud publica. Por
tanto, el uso de productos que también contengan cualidades antimicrobianas es esencial para
el cuido optimo de la piel. Por esta razon, se plantea analizar la capacidad antimicrobiana del

acido shikimico en conjunto con el Fucus vesiculosus en formulaciones cosméticas.

La investigacion tiene como enfoque la viabilidad de la combinacion del Fucus vesiculosus
con el dcido shikimico en formulaciones cosméticas. Se aprovechan las cualidades antioxidantes
y antibacterianas de estos elementos, abordando problemas como el envejecimiento de la piel y
las infecciones bacterianas, considerados problemas de salud existentes. Ademas, la

investigacion pretende tener un enfoque innovador, ya que la sinergia entre estas dos sustancias
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no ha sido ampliamente estudiada. El enfoque de utilizar productos naturales va de la mano con

la creciente demanda del mercado por productos cosméticos naturales y efectivos.

Se pretende abordar problemas reales y significativos para la sociedad, tales como el
envejecimiento de la piel y las infecciones bacterianas, al desarrollar productos cosméticos que
puedan combatir eficazmente estos problemas, mejorando asi la salud y el bienestar de los
usuarios. Este estudio puede aportar conocimiento acerca de una posible sinergia entre la
combinacion del extracto de un alga marina como el Fucus vesiculosus (sargazo vejigoso) con
el 4cido shikimico en una formulacidon de biopolimeros de parches para el contorno de ojos y

una crema hidratante.

Esta combinacion no ha sido ampliamente estudiada segin la bibliografia existente. La
investigacion es viable, ya que cuenta con el respaldo de la Universidad de Iberoamérica de
Costa Rica, que aporta los recursos de laboratorio, incluidos reactivos y equipo especializado,

para la obtencion y andlisis del extracto de acido shikimico.
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1.4 Antecedentes

El presente estudio contempla antecedentes internacionales unicamente. No se tomaron en
cuenta antecedentes histdricos ni antecedentes nacionales por motivos de falta de fuentes de

interés especifico del tema por investigar.

El desarrollo de productos cosméticos mediante el uso de algas marinas ha cobrado
relevancia en la actualidad debido a sus multiples beneficios para la piel, ademas de su capacidad
de ofrecer alternativas sostenibles e innovadoras en la industria cosmética. Dentro de las
cualidades de algunas algas marinas, se pueden encontrar propiedades antioxidantes, minerales,

vitaminas, compuestos que ayudan a la hidratacion, regeneracion y cicatrizacion de la piel.

Por ejemplo, el alginato es un compuesto obtenido de las algas pardas, utilizado en diversas
aplicaciones, entre ellas, la cosmética; ademads, se considera una opcidn de baja toxicidad, costo
relativamente bajo y brinda cualidades de gelificacion suave mediante la adicion de cationes

disolventes como el calcio y, también, propiedades espesantes.

Los hidrogeles de alginato han resultado particularmente atractivos en aplicaciones de
curacion de heridas, administracion de farmacos e ingenieria de tejidos hasta la fecha,
ya que estos geles conservan una similitud estructural con las matrices extracelulares de

los tejidos y pueden manipularse para desempefar varias funciones criticas. (Lee y

Mooney, 2012)

Entonces, ;cual podria ser la importancia del uso de las algas marinas y su relacién con los
biopolimeros? Los biopolimeros son denominados los componentes basicos de la naturaleza;
estos se pueden encontrar en toda la materia viva, sea animal, microbiana o vegetal. Los

biopolimeros incluyen proteinas, material genético, metabolitos y otras moléculas estructurales.

De acuerdo con Kartik et al. (2021): “Las algas no producen ningin efecto nocivo
antropogénico, tienen una buena tasa de crecimiento y se pueden cultivar en aguas residuales”
(p. 1. Asi, el uso de estos materiales puede representar una ruta para una fabricacion y desarrollo

sostenibles de diversas formas cosméticas con propiedades beneficiosas para sus usuarios.

Mitura, Sionkowska y Jaiswal (2020), en su revision acerca de los biopolimeros para
hidrogeles en productos cosméticos, determinaron que los hidrogeles pueden formarse a partir

de polimeros sintéticos y biopolimeros, siendo ttiles en aplicaciones cosméticas debido a su alta
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capacidad para absorber agua, lo que les permite ser similares a los tejidos humanos. También
coincidieron en que los hidrogeles tienen ventajas importantes como los tiempos de
administracion prolongados en el sitio de aplicacion y una menor frecuencia de administrar el
producto, razon por la cual es comun observar estos en productos cosméticos como mascarillas

y productos de higiene.

De acuerdo con varios autores, existen tres usos principales de estas algas: en primer lugar,
se consideran aditivos que contribuyen a propiedades organolépticas; seguidamente, se utilizan
para la estabilizacion anteriormente mencionada y, por tanto, para la conservacién de los
productos y, finalmente, son compuestos que cumplen diversas funciones que brindan beneficios

en la cosmética (Bedoux, Hardouin, Burlot, 2014).

Existe una gran variedad de algas marinas con multiples beneficios, de acuerdo con los
componentes que estas posean, entre los mas comunes se encuentran los carragenanos, los
fucoidanos y el laminardn. Las propiedades son extensivas, tal como lo resumen los autores
Lopez, Fernandez, Torres et al. (2021) en su revision sobre las aplicaciones de los compuestos
de algas marinas en cosméticos. Por ejemplo, entre las propiedades de los fucoidanos se
encuentran los beneficios antienvejecimiento, antioxidantes, antiinflamatorios, la inhibicion de
la colagenasa y la elastasa, y el aclaramiento de la piel. Un ejemplo de alga que contiene

fucoidanos es Fucus vesiculosus.

Las algas marinas son una fuente de multiples compuestos activos que comunmente se
utilizan en la industria cosmética. Las algas, también conocidas como macroalgas, producen una
gran variedad de metabolitos primarios y secundarios, como proteinas, carbohidratos,
aminoacidos, compuestos fenolicos y pigmentos, los cuales pueden ofrecer grandes beneficios

para la piel.

Los autores Kalasiriya, Kumar, Yadav et al. (2021), en su investigacion acerca de moléculas
a base de algas y sus potenciales actividades biologicas en un enfoque de cosmética
ecosostenible, demostraron, a través de la identificacion de estos componentes activos y una
evaluacion de sus actividades biologicas y beneficios en productos cosméticos, la relacion entre
el desarrollo de productos y la sostenibilidad de estos en comparacién con los productos
sintéticos. Concluyeron que las algas marinas representan una fuente prometedora y sostenible

de ingredientes bioactivos para la industria cosmética.
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En otra investigacion de enfoque similar, los investigadores Pagels, Arias, Guerreiro y
Moreira (2022), de la Universidad de Santiago de Compostela en Espafia, determinaron el
impacto ambiental de los extractos de algas marinas como una alternativa de materia prima con
beneficio antioxidante, en comparacion con el extracto de té verde y el acido ascorbico para

productos cosméticos.

Utilizaron una metodologia de analisis del ciclo de vida (LCA) para evaluar el impacto
ambiental asociado con la produccion y el uso de estos ingredientes. Se compararon el extracto
de alga Fucus vesiculosus, el extracto de té verde y el acido ascorbico, analizando el consumo
de materiales, agua y energia. El estudio concluy6 que el extracto de alga Fucus vesiculosus

representd el menor impacto ambiental en las categorias evaluadas.

Estos componentes activos pueden convertirse en beneficios para potenciales productos
cosméticos, tales como propiedades antienvejecimiento, proteccion solar, blanqueamiento,
antioxidantes, antimicrobianos, entre otros. En una investigacion realizada por los autores
Guillerme, Couteau y Coiffard (2017), de la Universidad de Nantes en Francia, se estudiaron

multiples algas marinas para identificar la diversidad de beneficios que estas ofrecen.

Por ejemplo, analizaron el efecto de los antioxidantes naturales, como los florotaninos, los
polisacaridos sulfatados, el fucosterol y las fucoxantinas, encontrados en diversas algas, en
términos de seguridad y eficacia en comparacion con antioxidantes sintéticos como el
hidroxitolueno butilado, el hidroxianisol y el galato de propilo. Concluyeron que, entre multiples
beneficios, los antioxidantes naturales provenientes de las algas marinas representan una

alternativa segura para la industria cosmética.

Seglin la evidencia presentada en la investigacion acerca de metabolitos de algas marinas,
aplicaciones y desafios, los autores Thiyagaransaiyar, Goh, Jeon y Yow (2020) realizaron una

revision de la literatura existente sobre los diferentes tipos de algas y sus beneficios.

Por ejemplo, las fucoxantinas encontradas en las algas café, rojas y verdes, de las cuales
Fucus vesiculosus forma parte, contienen propiedades antimelanogénicas, antienvejecimiento y
antioxidantes. Esto, en comparacidon con otros compuestos bioactivos encontrados en las algas,

como los florotaninos o el fucoidano.
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Los autores concluyen que las algas pardas, conocidas cientificamente como Phaeophyceae,
entre ellas Fucus vesiculosus, contienen fucoxantinas que pueden aportar multiples beneficios
a los productos cosméticos. De igual manera, indican que es esencial realizar mas estudios para
comprender las vias de sefalizacion celular y los mecanismos exactos de accion de estos

compuestos.

Los autores Goswami y Bang (2015) resumen las propiedades del Fucus vesiculosus en la
Revista Internacional de Investigacion Avanzada en Ciencia e Ingenieria, destacando sus
efectos antienvejecimiento, antiinflamatorio, hidratante, suavizante de la piel, aportador de

brillo al cabello, reafirmante de la piel, calmante y promotor de elasticidad cutanea.

Estos basados en una revision de la literatura existente con el objetivo de brindar informacion

suficiente a alternativas de productos cosméticos existentes, indican también que:

La alternativa son las algas verdes, que son abundantes, resistentes, econémicas de
cultivar y eficientes para plegar proteinas complejas. Varios productos industriales
también se elaboran a partir de macroalgas. Pueden actuar como antibidticos, agentes
antihipertensivos y reductores del colesterol en sangre, agentes dilatadores,
anticoagulantes, insecticidas y agentes antitumorales, entre otras cualidades. (Goswami

y Bang, 2015, p. 2)

Ademés de esto, en una investigacion realizada por los autores Hortas, Fernandez, Torres et
al. (2021), se demostro, a través de un estudio en el Centro de Investigaciones Biomédicas de
Espana, que parte de las propiedades encontradas en las fucoxantinas de las algas pardas pueden
contrarrestar el estrés oxidativo causado por la radiacion ultravioleta al suprimir la actividad de
la tirosinasa. Este efecto fue probado en cobayas y ratones. Ademas, demostraron que la
fucoxantina mejoro la tasa de quema de grasa en las células del tejido adiposo y podria ser util
para el tratamiento de la obesidad y la reduccion de ciertos trastornos, incluida la diabetes

mellitus tipo 2.

Los extractos de fucoidano de Fucus vesiculosus, cuando se purifican, proporcionan
multiples beneficios cosméticos. En otro estudio, realizado por los investigadores Kustrin y
Morton (2013) de La Trobe University de Australia, se encontrd que estos extractos aumentan

la cantidad de fibroblastos dérmicos, la deposicion de colageno, la tension del colageno y la
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elasticidad facial. Por tanto, se demuestran propiedades calmantes, suavizantes, emolientes y

acondicionadoras de la piel.

Ademas, probaron un método novedoso y eficiente de extraccion mediante un proceso de
agua fria sin disolventes, lo que permitid producir extractos con rangos de peso molecular

definidos y altos niveles de pureza.

En una revision de la literatura acerca de ensayos clinicos sobre la seguridad y eficacia de
los extractos de algas en cosméticos, los investigadores Murphy y Dow (2021) mencionan que,
en un estudio realizado con 10 mujeres de entre 23 y 36 afos, a quienes se les administro extracto
acuoso de Fucus vesiculosus al 1 % durante un periodo de cinco semanas y dos veces al dia, se
obtuvo una disminucion significativa del 8 % en el grosor de la piel y una mejora notable en la
elasticidad en comparacion con los controles. Ademas, no se observo irritacion ni eritema. Este

estudio se llevd a cabo en comparacion con un total de 12 algas marinas.

En otro estudio, realizado por los autores Fitton, Gardiner, Karpiniec et al. (2015), se examino
la bioactividad especifica de los extractos de fucoidano provenientes de las algas marinas
Undaria pinnatifida y Fucus vesiculosus, evaluando su efecto sobre el envejecimiento y el dafio

de la piel por exposicion a la luz ultravioleta.

Los métodos utilizados incluyeron la evaluacién de la colagenasa y la elastasa in vitro, el
andlisis de la expresion de la proteina SIRT1, la capacidad antioxidante mediante el ensayo
ORACS5.0, asi como observaciones sobre la proteccion UV, la reduccion de arrugas y los efectos
calmantes. Se concluyd que Fucus vesiculosus fue eficaz en la inhibicidon de la tirosinasa,
contribuyendo a efectos aclarantes y a una mayor proteccion contra el dafio por luz ultravioleta

en comparacion con Undaria pinnatifida.

Se evalu6 la eficacia de un sérum en spray que contenia extracto de Fucus vesiculosus,
extracto de Ulva lactuca y ectoina, todos derivados del mar, en concentraciones que oscilaban
entre 0.5 % y 5 %. En una investigacion realizada por los autores Bocker, Wiesweg y Doberenz
(2023), se incluyeron 33 sujetos con signos visibles de envejecimiento y 29 sujetos adicionales,
quienes completaron el estudio. Se evaluaron diversos parametros, como hidratacion, pérdida
transepidérmica de agua, cambios en la profundidad de las arrugas y aspereza de la piel. Los

investigadores concluyeron que los fucoidanos son ingredientes con un gran potencial en
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productos antienvejecimiento, ademas de su capacidad para inhibir la colagenasa y la elastasa,
regular la actividad inmune y aumentar los niveles de la proteina SIRT1, implicada en el

mantenimiento de la funcidn cutanea.

En cuanto al 4cido shikimico (SA), su uso ha sido principalmente en la industria farmacéutica
para la fabricacion de medicamentos, aunque recientemente ha surgido como un compuesto
innovador en la cosmética. Dentro de sus beneficios, se considera un potente antioxidante,

ademas de otras propiedades. De acuerdo con Batory y Rotsztejn (2022):

Muestra actividad antiviral, exfoliante, desodorizante, antiacné, anticaspa, blanqueante
e hidratante. También regula la cantidad de sebo secretado y posee propiedades
antibacterianas, antiinflamatorias, estimulantes del crecimiento del cabello,

antienvejecimiento y antifingicas. (p. 2)

En México, Rius, Herndndez, Gonzélez y Mena (2010) llevaron a cabo una investigacion con
el objetivo de extraer acido shikimico del arbol Liquidambar styraciflua. Se determinaron
variables como el tiempo de extraccion (48 horas), la temperatura de extraccion (60 °C) y la
temperatura de evaporacion del agua (85 °C). Se establecid que las partes del arbol utilizadas
serian las semillas no viables y las hojas secas, y se empled carbon activado para eliminar

impurezas.

Mediante el método de rotavapor y el uso de resina, se logré atrapar el 4cido, y posteriormente
se recuperd con acido acético. A través del rotavapor, el acido shikimico cristalizo en las paredes
del matraz. Finalmente, se analizé su pureza mediante resonancia magnética nuclear, revelando
que las semillas no viables permitieron obtener un 90 % de pureza y las hojas secas verdes un
95 %. Los autores concluyeron que el arbol Liquidambar styraciflua es una fuente viable de
acido shikimico.

Bai, Wu, Zhong, Xiao et al. (2018), en su investigacion sobre la comparacion de los efectos
del &cido quinico y el 4cido shikimico en las funciones celulares de Staphylococcus aureus,
llevaron a cabo mediciones del pH intracelular, ensayos de las concentraciones de ATP celular
y extracelular, asi como la actividad de la succinato deshidrogenasa. A través de una curva de

calibracion de células bacterianas ajustada a diferentes valores de pH, evaluaron el impacto de

ambos acidos en las funciones celulares de la bacteria.
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Se determind que el acido shikimico actuaba especificamente en la disminucion de la
concentracion de ATP intracelular y en el aumento de la hidrélisis de este, lo que puede reducir
la sintesis o union del ADN. Esto indica que el acido shikimico es util como agente

antimicrobiano natural en la industria alimenticia.

Kwon, Lee, Kim, et al. (2021) indican que el acido shikimico derivado de callos vegetales
regenera la piel humana mediante la conversion de fibroblastos dérmicos humanos en células
precursoras multipotentes derivadas de la piel. Con la ayuda de los componentes de las células
madre vegetales, los fibroblastos podrian convertirse en precursores derivados de la piel humana,

lo que los convierte en una fuente potencial de células para la regeneracion.

El estudio se llevd a cabo tratando fibroblastos con acido shikimico obtenido del callo de
Sequoiadendron giganteum. Se emplearon métodos como Western blot, ensayos y tincion por
inmunofluorescencia con piel artificial humana, ademas de un andlisis de tejidos mediante

inmunohistoquimica.

Los resultados fueron favorables para el acido shikimico, ya que se comprobd su eficacia
como agente regenerador tisular. Las células tratadas expresaron nestina, lo que sugiere una
mejora en la cicatrizacion de heridas inducidas por laser de CO: y en la reconstruccion dérmica.
Cabe destacar que, en un grupo de voluntarios sanos, el tratamiento logré aumentar la expresion

de marcadores de células madre y favorecer la deposicion de colageno.

Sheng, Yi, Zhong, et al. (2022) realizaron una investigacion sobre la biosintesis del acido
shikimico en microorganismos, su estado actual y sus posibles aplicaciones futuras. Se
determind que este acido es un precursor quiral en la sintesis del oseltamivir (Tamiflu), un
antiviral. En la actualidad, una de las formas més factibles de produccion del acido shikimico

es la fermentacion con bacterias como Escherichia coli.

Sin embargo, su uso industrial se ve limitado por la falta de pruebas suficientes sobre su
fermentacion. Para mejorar la produccion a escala industrial, se han propuesto diversas
estrategias, entre ellas: el desarrollo de biosensores y conmutadores moleculares, la
modificacion genética y el redisefio de rutas metabdlicas. Algunas de las estrategias especificas

incluyen:

o La optimizacion de la via del shikimato presente en plantas para formar corismato.
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e El bloqueo de la via del catabolismo del 4cido para equilibrar el crecimiento celular y la

acumulacion de productos.
e Elredireccionamiento del flujo de carbono hacia la produccion del acido shikimico.
o La manipulacion de la expresion de genes centrales y el aumento de cofactores.
e El suministro adecuado de precursores y sustratos.
e El monitoreo del proceso metabolico mediante biosensores.

Los investigadores concluyeron que la implementacion de estas estrategias mejoraria la
eficiencia de la produccion de acido shikimico a nivel industrial al optimizar las vias enddgenas,
reconstruir las vias heterdlogas, redirigir el flujo metabolico y manipular la expresion de genes

clave.

Bai, Zhong, Elena, Gao, et al. (2018) realizaron un estudio en el que se evaluo la actividad
antibiofilm del 4cido shikimico contra la formacion de biopeliculas de Staphylococcus aureus'y
se determiné su mecanismo de accidon. Se emplearon métodos como la tincidon con violeta de
cristal, que redujo la biomasa de la biopelicula de manera dependiente de la dosis, ademas de

observaciones e imagenes microscopicas.

Se determin6 que el &cido shikimico inhibe la adhesion de la biopelicula a superficies de
vidrio y provoca el colapso de la estructura bacteriana, reduciendo drasticamente su movilidad.
Como conclusion, el estudio demostrd que el acido shikimico previene la formacion inicial de
biopeliculas de Staphylococcus aureus; sin embargo, no es capaz de destruir biopeliculas de un

dia de antigiiedad.

Martinez, et al. (2021), en su investigacion sobre la capacidad del acido shikimico para
proteger las células de la piel de la senescencia inducida por radiaciéon UV mediante la activacion
de la desacetilasa SIRT1 dependiente de NAD+, determinaron que la radiacion UV es uno de
los principales factores que contribuyen al fotoenvejecimiento debido a la acumulacion de
células senescentes. En este contexto, las sirtuinas juegan un papel clave en la prevencion de

este fenomeno.
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Para evaluar esta hipdtesis, se llevaron a cabo cultivos celulares, ensayos de actividad SIRT1
in vitro, ensayos de viabilidad celular, cuantificacion de expresion génica por gPCR y analisis

de espectroscopia infrarroja.

El estudio se desarrolld en dos etapas para identificar compuestos capaces de proteger a las
células expuestas a radiacion UV. Se encontrd que el acido shikimico era la mejor opcidn para
el estudio, ya que, tras la irradiacion, disminuyo la expresion de pl6INK4A, revirtid la
acumulacion de proteinas mal plegadas y aumento6 los niveles de la chaperona BiP. No obstante,

no protegid contra el dafio del ADN ni contra el aumento de poliploidias.

En conclusion, el estudio determin6 que el 4cido shikimico mejora la funcion de las sirtuinas
como reguladoras de la proteostasis celular. Se evidencio6 una relacion entre este acido y SIRT1,
ademas de su baja toxicidad y su potencial como tratamiento contra el envejecimiento cutdneo

inducido por radiacion UV.

En México, Diaz, Carmona, Bolivar y Escalante (2014) desarrollaron una investigacion con
el objetivo de evaluar las aplicaciones del 4cido shikimico en la quimica farmacéutica. Se
determino que la via del acido shikimico es clave en la sintesis del oseltamivir fosfato (Tamiflu),
un inhibidor de la enzima neuraminidasa, utilizado en el tratamiento de la gripe estacional, la

gripe aviar (H5N1) y la gripe humana (HIN1).

Asimismo, se identificaron diversas propiedades del acido shikimico, como su actividad
antioxidante, antiinflamatoria y analgésica. También se analizd su papel en la sintesis de
farmacos, su actividad antitumoral (zeylenone), su capacidad para la inhibicion plaquetaria y

enzimatica, y su potencial como compuesto antiparasitario.

En cuanto a sus fuentes de produccion, se destacaron la sintesis quimica, la extraccion de

plantas como la estrella de anis china, la produccion microbiana y la produccion enzimatica.

Como conclusion, los investigadores sefialaron que uno de los usos mas relevantes del acido
shikimico es su papel en la sintesis de oseltamivir fosfato, ya que la amenaza de nuevas
pandemias es alta y contar con fuentes sostenibles e innovadoras para la produccion de

antivirales es crucial para la industria farmacéutica y el sector salud.

Mahmood (2022) investig6 el efecto del acido shikimico y del &cido acetilsalicilico sobre la

formacion de biopeliculas en Staphylococcus epidermidis. Para ello, se recolectaron 231
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muestras en hospitales de Irak entre diciembre de 2020 y julio de 2021. Las muestras se
cultivaron en agar sangre y agar manitol salado, y se identificaron mediante el sistema VITEK
2, tincion con cristal violeta y ensayo MTT con diferentes concentraciones y tiempos de

incubacion.

Se pudo determinar que el acido shikimico mostré6 mayor inhibicion que el acido
acetilsalicilico. También se observo una inhibicion en la formacion de biopeliculas en relacion
con el aumento de la concentracion. En su estudio, se concluyd que ambos acidos presentan una
notable actividad antibiofilm, ya que previenen la adherencia de las bacterias; sin embargo, el
acido shikimico mostré una mayor inhibiciéon en la formacion de biopeliculas (93 %) en
comparacion con el 4cido acetilsalicilico (85 %). Cuando las biopeliculas ya estaban formadas

a las 24 horas, la inhibicion fue del 94 % y 91 %, respectivamente.

En Chengdu, China, Bai, Wu, Liu et al. (2015) investigaron la actividad antibacteriana del
acido shikimico extraido de las agujas de pino de Cedrus deodara contra Staphylococcus aureus,
mediante la alteracion de la membrana celular. A través de observaciones con microscopia
electronica de transmision y fluorescencia, se determin6 que el acido shikimico puede modificar

la estructura de la membrana celular.

Esto sugiere que puede actuar destruyendo la permeabilidad y la fluidez de la membrana.
Especificamente, puede alterar la fluorescencia de los residuos de fenilalanina de las proteinas
de membrana, lo que indica una posible interaccion con estas. En conclusion, se determind que
el 4cido shikimico presenta actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
posiblemente debido a su interaccion con las proteinas y los lipidos de la membrana bacteriana,

causando dafio o muerte celular.

Rawat y Tripathi (2013) desarrollaron un estudio que amplia el conocimiento sobre la
produccion del 4cido shikimico, sus aplicaciones y tendencias en el mercado. Actualmente, este
compuesto es de gran importancia en la industria farmacéutica; sin embargo, su obtencion a
partir de plantas puede ser limitada, lo que podria afectar la disponibilidad de farmacos o

cosméticos que lo contengan.

El estudio determind que existen otras formas de sintesis que permitirian utilizar el acido

shikimico en la industria de manera sostenible y eficiente, reduciendo la dependencia de fuentes
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vegetales. Algunas alternativas incluyen su produccion mediante microorganismos,
fermentacion y el uso de glucosa. Se menciond que uno de los usos mas importantes del dcido
shikimico es la sintesis del antiviral oseltamivir (7amiflu). Por ello, se deben buscar nuevas

técnicas de extraccion sostenibles que minimicen su impacto ambiental.

Gopalsamy, Bruno, Poovathumkal et al. (2023) investigaron las fuentes naturales, biosintesis,
funciones biologicas y mecanismos moleculares del acido shikimico. En estudios in vitro e in
vivo, se ha demostrado su papel en diversas bioactividades, tales como actividad antiviral y
antimicrobiana, proteccion Osea, actividad antidiabética, antioxidante, neuroprotectora y

proteccion cutanea.

En cuanto a su actividad antioxidante, esta podria estar relacionada con la presencia del 4cido
hidroxil-monocarbdnico fendlico y el acido monocarboxilico beta-insaturado. Se determiné que
el 4cido shikimico puede contribuir al control y prevencion de enfermedades cronicas, y que sus

derivados bioactivos tienen importantes aplicaciones en la salud (Gopalsamy et al., 2023).

En Hong Kong, Bao, Zheng, Chang et al. (2023) determinaron que el 4cido shikimico inhibe
la neuroinflamacion y ejerce efectos neuroprotectores en un modelo in vitro e in vivo inducido
por lipopolisacaridos, los cuales se encuentran en la membrana externa de las bacterias. A través

de este estudio, se busco comprender como actia el acido shikimico en esta funcion.

Mediante estudios mecanisticos, que incluyeron experimentos con células, ensayo CCK-8,
prueba Western blot, ensayo cuantitativo de PCR, experimentacion animal con ratones, ELISA
y tincion inmunohistoquimica, se determind que el acido shikimico inhibe la produccion de
mediadores proinflamatorios y especies reactivas de oxigeno en células BV2 inducidas por
lipopolisacaridos. Esto ocurre a través de la activacion de la via AKT/Nrf2 y la inhibicion de la
via NF-kB. Ademas, se observo una mejoria en el dafo neuroldgico y en los déficits de
comportamiento causados por la inyeccion de lipopolisacaridos en ratones. Estos hallazgos
sugieren que el acido shikimico podria ser un apoyo terapéutico para enfermedades como el

Parkinson, asociadas con la neurodegeneracion (Bao, Zheng, Chang et al., 2023).

En Brasil, Kelly, Gibara, Almeida, Gasparotto et al. (2016) investigaron como el acido
shikimico inhibe las citocinas proinflamatorias inducidas por lipopolisacaridos y atenua el dolor

mecéanico en ratones. Se emplearon células de macrofagos RAW 264.7 tratadas con
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lipopolisacaridos bacterianos, y se analizaron la modulacién de la viabilidad celular, la

produccion de 6xido nitrico, el contenido de TNF-alfa e IL-1 beta y la activacion de MAPK.

En un modelo in vivo, se determind que el acido shikimico suprimio6 la disminucion de la
viabilidad celular inducida por lipopolisacéridos y la acumulacion de nitritos. También inhibio
la produccion de TNF-alfa e IL-1 beta, lo que indica que el 4cido shikimico posee propiedades

antiinflamatorias con potencial para el desarrollo de farmacos antiinflamatorios.

Chen, Huang, Wen et al. (2016) investigaron la capacidad despigmentante de los
componentes de la ruta del 4acido shikimico para determinar la molécula més efectiva en la
reduccién de la concentracion de melanina, el pigmento responsable del oscurecimiento de la

piel.

Los compuestos analizados incluyeron acido benzoico, acido p-cumarico, 4cido vanilico,
acido siringico, 4cido quinico, acido shikimico, orcinol monohidrato y 4cido fenilpiruvico. Se
evaluaron mediante pruebas de inhibicion de la tirosinasa en pez cebra, eliminacion de radicales
DPPH y ABTS+, cultivos de fibroblastos humanos, ensayo de deteccion de farmacos

despigmentantes en pez cebra y pruebas de actividad tirosinasa en células B16.

Se determind que el acido shikimico fue el inhibidor de tirosinasa mas potente, de manera
que se evidenci6 su baja toxicidad celular y su capacidad para inhibir la pigmentacion en pez
cebra, lo que sugiere su potencial como ingrediente activo en productos despigmentantes (Cheng,

Huang, Wen et al., 2016).

En Jiangsu, China, Guo, Wang, Xu, Bai, Shen et al. (2018) investigaron si el 4cido shikimico
previene la destruccion de la matriz del cartilago en condrocitos humanos. En la osteoartritis, se
produce una reduccion anormal de la matriz extracelular, incluido el colageno tipo II, sintetizado

en los condrocitos y afectado por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa).

Para concluir, se investigd mediante el aislamiento y cultivo de condrocitos, el tratamiento
de estos y la evaluacion de la degradacion de la matriz extracelular. En el estudio, se determind
que se logro prevenir la degradacion del coldgeno, se redujo la expresion inducida por TNF-alfa
de metaloproteinas 1,3 y 13, asi como se pudo incrementar la expresion de los inhibidores
tisulares de metaloproteinas 1 y 2. De esta forma, también se previno la activacion de la via del

factor nuclear NF-kB, de manera que el 4&cido muestra un efecto protector contra la degradacion
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inducida por TNF-alfa del coladgeno tipo 2, reduccion de MMP y ADAMTS, lo cual determina
que si podria ser un tratamiento para la enfermedad mencionada anteriormente por la inhibicion

de la via NF-kB y reduccion de enzimas degradadoras de la matriz (Jiangsu, et al. 2018).
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
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El desarrollo de formulaciones cosméticas eficientes, seguras y sujetas a las tendencias
actuales requiere de una comprension profunda de los principios activos, sus propiedades y usos
correctos, y de los excipientes que componen dichas formulaciones. En este capitulo, se abordan
tres aspectos fundamentales para la investigacion, los cuales son el acido shikimico, el Fucus
vesiculosus y los excipientes de caracter cosmético junto con un enfoque metodoldgico basado

en la estrategia de calidad por disefio (Quality by Design).

El acido shikimico es un compuesto natural, de origen vegetal, con propiedades que pueden
utilizarse a nivel alimenticio y a nivel médico, incluyendo sus propiedades antimicrobianas que
esta investigacion pretende abordar. Esta propiedad antimicrobiana se presenta como atractiva
para aplicaciones cosméticas enfocadas en la regulacion de bacterias patdogenas encontradas en

la piel (Gopalsamy et al., 2023).

En este apartado, se presentan las generalidades de este compuesto, su clasificacion, métodos
de extraccion, usos y los principales enfoques metodoldgicos utilizados para evaluar su
capacidad antimicrobiana. Estos datos son esenciales para justificar su inclusiéon en

formulaciones farmacolégicas y cosméticas, destinadas a mejorar la salud de un paciente.

Por otra parte, las algas marinas, como el Fucus vesiculosus, han adquirido importancia en
la industria cosmética debido a su alta concentracion de compuestos antioxidantes como las
fucoxantinas, que ayudan a contrarrestar el dafio provocado por el estrés oxidativo. Se analizaran
sus generalidades, caracteristicas y métodos disponibles para evaluar su capacidad antioxidante,
a fin de destacar su papel en productos destinados para prevenir el envejecimiento cutaneo (De

la Torre, 2010).

Finalmente, se explora la importancia de otros excipientes cosméticos que son parte de las
formulaciones. Estos actian como vehiculos esenciales para la estabilidad, textura y
funcionalidad de las formulaciones. Ademads, se aborda la metodologia de Quality by Design.
Este enfoque sistematico, para el desarrollo de productos, permite optimizar procesos de
formulacion y produccion mediante la identificacion temprana de pardmetros criticos de calidad.
El enfoque busca garantizar productos seguros, estables y con un desempefio ideal, minimizando

asi la variabilidad en la eficacia del proceso del desarrollo del producto.
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2.1 Acido shikimico obtenido del anis estrella (Illicium verum)

El anis estrella es un arbol de hoja perenne perteneciente al reino plantae, de division
Magnoliophyta, con clase Magnoliopsida, de orden Austrobaileyales, dentro de la familia
Schisandraceae y su género se reconoce como [lllicium verum. Segin Ribo (2016), “contiene
anetol el cual es culpable de su olor y sabor caracteristico, normalmente en cantidades del 5 al
8 % (p. 1). En la medicina tradicional china, el anis estrella ha sido ampliamente utilizado por
sus propiedades estimulantes y expectorantes, ademas de emplearse para aliviar las flatulencias,

aumentar la libido y preparar infusiones destinadas al tratamiento del reumatismo.
Segun los Jardines Botanicos de la Realeza (2023):

El origen es del sudeste de Asia, Taiwéan, Japon y Corea, y en el continente americano es
sembrado en zonas tropicales como por ejemplo Ecuador. Es una planta que fue famosa

desde tiempos antiguos, ya que data de hace 3000 anos. (p. 1)

Se explica que, en estos afos, se empleaba para aliviar trastornos estomacales, problemas
respiratorios y como un potente estimulante del apetito. Cuando llega a Europa, llevado por
comerciantes y exploradores que lo descubrieron en sus rutas comerciales a Oriente, este toma
popularidad por ser una especia exotica y altamente apreciada en la cocina europea,

especialmente en la reposteria y en la preparacion de licores y bebidas aromaticas.

Los usos principales del anis estrella son en la gastronomia, por su olor y sabor caracteristico
en la preparacion de sopas y caldos, los cuales son populares en Asia; ademads, en reposteria y
en la fabricacion de licores, y tés o bebidas aromaticas infusionadas. En la medicina, se reconoce
por efectos digestivos y expectorantes, utilizado para la tos. En la medicina china, se le dan

caracteristicas estimulantes, antifingicas y antimicrobianas (Ribo, 2016).

En los ultimos anos, la industria farmacéutica ha dado importancia al acido shikimico, un
metabolito utilizado en la produccion del antiviral Tamiflu, fabricado por la empresa Roche y
empleado en el tratamiento de la gripe. Ademas, se ha incorporado en enjuagues bucales,
jabones y productos cosméticos debido a su propiedad antibacteriana. De acuerdo con Ribo
(2016), algunos metabolitos del anis estrella incluyen el anetol, responsable de su olor y sabor;

el 4cido shikimico, con propiedades antimicrobianas; flavonoides y compuestos fenolicos, que
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poseen propiedades antioxidantes y actian contra el estrés oxidativo; asi como taninos,

terpenoides, lignanos, linalool y eugenol.

2.1.1 Generalidades

El acido shikimico es un compuesto orgdnico que se puede obtener de diversas fuentes
naturales y desempena un papel importante en la biosintesis de aminoacidos aromaticos y otros
metabolitos secundarios en plantas y microorganismos. Su nombre proviene del término japonés
shikimi, en referencia a la planta /llicium anisatum (conocida como anis japonés, pariente del
anis estrella chino), de la cual fue aislado por primera vez en el afo 1885 (Jardines Botanicos

de la Realeza, 2023).

De manera tradicional, el 4acido shikimico se ha obtenido de plantas como [llicium verum
(anis estrella) y Liquidambar styraciflua (liquidambar), un arbol nativo de ciertas regiones de
México y Centroamérica, ambas con concentraciones significativas de este compuesto. En la
actualidad, debido a la creciente demanda, se han explorado otros métodos alternativos de
produccion, como la fermentacién microbiana y la ingenieria metabdlica en organismos como

E. coli (Rius y Hernandez, 2010).

En la industria farmacéutica, el acido shikimico es reconocido por ser el precursor en la
sintesis del oseltamivir, un antiviral utilizado en el tratamiento de la influenza, segiin mencionan
Rius y Herndndez (2010). Ademas de las cualidades antimicrobianas mencionadas
anteriormente, el 4acido shikimico ha sido investigado por sus propiedades anticoagulantes,

analgésicas, antiinflamatorias y antioxidantes, lo que sugiere que sus aplicaciones son amplias.

2.1.2 Caracteristicas y propiedades

El acido shikimico es un 4cido carboxilico con la formula molecular C7H100s. Presenta tres
grupos hidroxilo, un grupo carboxilo y un anillo de seis &tomos de carbono. Esta configuracion
le permite participar en diversas reacciones bioquimicas dentro de los organismos en los que
estd presente; es decir, su estructura esta optimizada para su papel en reacciones enzimaticas,

particularmente en la sintesis de metabolitos secundarios.
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Figura 1. Estructura del acido shikimico

Fuente: Chem Impex (2024).

2.1.3 Propiedades antimicrobianas

El acido shikimico ha demostrado una actividad antimicrobiana importante, especialmente
contra bacterias patogenas como Staphylococcus aureus. Segin Bai, Wu y Liu (2015), este
compuesto inhibe el crecimiento de cepas resistentes a antibioticos, lo que sugiere su potencial
como una opcidn para el control de infecciones bacterianas. Su actividad se debe a su capacidad

de interferir con la sintesis de la pared celular bacteriana y otros procesos relacionados.

Ademas, otros estudios sefialan que el acido shikimico muestra un efecto sinérgico cuando
se combina con otros agentes antimicrobianos, lo que potencia su eficacia. Esto es relevante en
el estudio de la resistencia bacteriana, donde el desarrollo de tratamientos eficaces es una
prioridad. La accion antimicrobiana del acido shikimico no se limita solo a bacterias, sino que
también ha demostrado actividad antifungica contra levaduras y hongos patogenos, tales como

Candida albicans y Aspergillus fumigatus (Bai, Zhong, Wu, et al., 2018).

El 4cido shikimico también ha sido estudiado en el tratamiento de infecciones cutaneas, un
aspecto de gran interés para la industria dermatoldgica y cosmética. Se ha demostrado que posee
la capacidad de prevenir la formacion de biopeliculas bacterianas, las cuales son una de las
principales causas de infecciones persistentes. Las biopeliculas representan un desafio clinico
importante, ya que aumentan la resistencia a los tratamientos convencionales. Por tanto, este
hallazgo es significativo en la aplicacion de productos para el cuidado de la piel, donde podria

contribuir a la prevencion de afecciones como el acné (Martinez, et al., 2021).
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Diversos ensayos han evaluado la capacidad del 4cido shikimico para inhibir ciertas especies
patdgenas en condiciones de laboratorio y modelos animales. Mediante pruebas de
concentracion minima inhibitoria, el compuesto ha mostrado eficacia contra bacterias
grampositivas 'y gramnegativas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Streptococcus pneumoniae (Bai, Wu, Liu, 2015).

Otras investigaciones han explorado la posibilidad de modificar estructuralmente el acido
shikimico para mejorar su actividad antimicrobiana mediante la sintesis de derivados, lo que
podria abrir las puertas al desarrollo de formulaciones de farmacos y cosméticos con

propiedades antimicrobianas mejoradas.

La evaluacion de la efectividad de este acido se ha llevado a cabo mediante ensayos y pruebas
como la viabilidad celular, el analisis de la liberacion de enzimas liticas bacterianas y estudios
de microscopia electronica para observar cambios estructurales en células tratadas. Por tanto,
todos estos enfoques confirman la capacidad del 4cido shikimico para actuar como un agente
antimicrobiano eficiente en aplicaciones farmacéuticas y cosméticas (Diaz, Carmona, Bolivar,

et al., 2014).

2.1.4 Propiedades antioxidantes

La capacidad antioxidante de un compuesto se refiere a su habilidad para neutralizar radicales
libres, moléculas altamente reactivas que pueden causar dafio a las células al oxidar lipidos,
proteinas y ADN. El dafio oxidativo estd directamente relacionado con procesos de
envejecimiento, inflamacién cronica y el desarrollo de diversas enfermedades, como el cancer,

enfermedades cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Chen, Liu, Zhao, 2021).

Los compuestos antioxidantes logran su efecto al donar electrones o 4&tomos de hidrogeno a
los radicales libres, lo que provoca su estabilizacion y evita una serie de reacciones en cadena
perjudiciales para la célula. Por tanto, en la industria farmacéutica y cosmética, la propiedad

antioxidante es clave para la proteccion celular.

En el ambito cosmético, la proteccion de la piel contra el estrés ambiental, la radiacion

ultravioleta y los factores contaminantes es fundamental, ya que estos aceleran el
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envejecimiento cutaneo. Por esta razon, el uso de compuestos antioxidantes es esencial para la

regeneracion, proteccion y reduccion del envejecimiento prematuro (Guo, Wang, Xu, 2018).

El 4cido shikimico también posee una funcion antioxidante, ya que neutraliza los radicales
libres y reduce el dafio oxidativo en las células. De acuerdo con Chen (2016), este compuesto
puede proteger la piel de los efectos de la radiacion ultravioleta, una propiedad de interés para
su aplicacion en productos antienvejecimiento como caracteristica mercadoldgica. Para evaluar
su capacidad antioxidante, se han utilizado diversos métodos, entre ellos los ensayos de captura

de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

La capacidad antioxidante del acido shikimico se debe a su estructura molecular, que le
permite donar electrones a los radicales libres, estabilizandolos y previniendo dafios celulares.
Esta caracteristica es particularmente importante en tejidos expuestos a estresores ambientales,

como la piel (Zhang, 2019).

Otros estudios han demostrado que el 4cido shikimico tiene una capacidad antioxidante
similar o incluso superior a la de otros compuestos naturales, como el acido ascorbico y los
polifenoles, lo que refuerza su potencial como ingrediente activo en productos para el cuidado

personal (Kumar, 2018).

Se ha observado también que este compuesto mejora la expresion de enzimas antioxidantes
enddgenas, como la superoxido dismutasa y la catalasa, que desempefian un papel crucial en la
defensa contra el estrés oxidativo al reducir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno

responsables del envejecimiento de la piel.

Un estudio realizado por Wang et al. (2021) demostrd que el acido shikimico puede inhibir
la peroxidacion lipidica, protegiendo las membranas celulares de dafios estructurales, lo que es
relevante para mantener la integridad y funcion de la barrera cutanea. Asimismo, se ha
comprobado que el 4cido shikimico puede reducir los signos visibles del envejecimiento cutaneo,
como manchas y arrugas, tras aplicaciones prolongadas del compuesto. Ademads, contribuye a
mejorar la hidratacion y elasticidad de la piel, sugiriendo que las formulaciones cosméticas

pueden enfocarse en brindar un beneficio hidratante, antienvejecimiento y reparador.

Dentro de los ensayos antioxidantes se incluyen pruebas de reduccion del radical ABTS,

capacidad antioxidante total (TAC), métodos de inhibicion de la peroxidacion lipidica y ensayos
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de DPPH, lo que corrobora la eficacia del acido shikimico en la neutralizacion de especies

reactivas de oxigeno (Lépez y Denicola, 2013).

Adicionalmente, se ha propuesto que el acido shikimico puede actuar como un modulador
indirecto del estrés oxidativo, mejorando la capacidad regenerativa de las células epiteliales tras
la exposicion a radiacion ultravioleta, lo que resulta especialmente relevante para el desarrollo

de protectores solares y cremas de uso diario.

En el ambito farmacologico, el uso de antioxidantes naturales como el 4cido shikimico y el
acido ascorbico ha demostrado beneficios en la reduccion de la inflamacion cronica y el riesgo
de enfermedades degenerativas relacionadas con el estrés oxidativo, como el cdncer y trastornos

neurodegenerativos (Gonzalez, 2018).

El acido shikimico no solo tiene la capacidad de reducir el dafio por estrés oxidativo a nivel
cutaneo, sino que también puede modular los niveles de glutation, el principal antioxidante
intracelular, contribuyendo a una mayor proteccion contra el dafio oxidativo en 6rganos vitales

(Park et al., 2019).

En el ambito alimenticio, Liao et al. (2020) mencionan que se ha explorado la incorporaciéon
del acido shikimico en dietas funcionales debido a su actividad antioxidante. Estudios realizados
en modelos animales sugieren que el consumo de este compuesto podria mejorar la funcion

hepatica y reducir los marcadores de inflamacion asociados al estrés oxidativo.

En el ambito cosmético, la aplicacion de formulas enriquecidas con acido shikimico ha
demostrado una disminucion en la produccion de melanina, lo que sugiere que este compuesto
puede utilizarse en productos despigmentantes, al mismo tiempo que protege contra la

formacion de manchas causadas por el sol.

Las aplicaciones del 4cido shikimico, gracias a su actividad antioxidante, abarcan los &mbitos
cosmético, farmacolédgico y alimenticio, lo que lo convierte en un compuesto de gran interés en

la investigacion y desarrollo de nuevos productos.
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2.1.5 Propiedades analgésicas y antiinflamatorias

En estudios recientes, se ha sugerido que el 4cido shikimico puede actuar como analgésico y
antiinflamatorio al modular rutas de senalizacién inflamatoria. Su aplicacion tépica ha
demostrado reducir la inflamacion cutanea inducida por factores irritantes, reforzando asi el
potencial de este compuesto para su uso en productos destinados a pieles sensibles. La accion
antiinflamatoria del acido estd mediada por la inhibicioén de citoquinas proinflamatorias, como

el factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina-6 (Bao, Zheng, Lv, et al., 2023).

Estos mediadores son responsables de desencadenar respuestas inflamatorias agudas y
crénicas; por tanto, su reduccion mejora la funcion de la barrera cutdnea y minimiza el riesgo
de dermatitis (Gonzalez et al., 2018). Ademas, el acido shikimico disminuye la actividad de
enzimas proinflamatorias, como la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX), encargadas
de la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos. Como resultado, se reduce el dolor y la

inflamacion asociados con condiciones cutaneas cronicas, como el eccema.

Investigaciones clinicas han demostrado que el uso tépico de acido shikimico en
combinacion con agentes calmantes puede mejorar la tolerancia de la piel en individuos con
sensibilidad extrema, reduciendo la inflamacion sin efectos adversos significativos (Kim et al.,
2020). Ademas, el acido ha mostrado efectos inhibidores sobre la activacion de mastocitos,
células clave en las respuestas alérgicas. Por tanto, las aplicaciones topicas de este compuesto
podrian ser utiles en la prevencion de reacciones inflamatorias provocadas por diversos

alérgenos, lo que sugiere su potencial en el tratamiento de afecciones alérgicas cutaneas.

2.1.6 Propiedades anticoagulantes

Otras investigaciones han demostrado que el acido shikimico puede inhibir la agregacion
plaquetaria, lo que sugiere una funcion anticoagulante. Esta propiedad es relevante en el
contexto de la prevencion de la trombosis y otros trastornos cardiovasculares, aunque su
aplicacion médica requiere estudios mas extensos. Este mecanismo se basa en la inhibicion de

la activacion plaquetaria inducida por el colageno y otros agonistas.

Por tanto, se evita la formacion de codgulos en los vasos sanguineos, reduciendo asi el riesgo.

Al inhibir las interacciones entre las plaquetas, el acido shikimico puede prevenir
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complicaciones asociadas con enfermedades cardiovasculares cronicas (Rawat, Tripathi, Saxena,

2013).

Martinez et al. (2020) mencionan que ensayos in vitro han demostrado que este compuesto
afecta las vias de sefializacion que regulan la liberacion de trombina y fibrindgeno, dos proteinas
importantes en la formacion de coagulos. Al regular estos procesos, el dcido shikimico podria
tener aplicaciones en el manejo de condiciones como la trombofilia hereditaria. En estudios con
modelos animales, el tratamiento con acido shikimico resultd en una reduccion del tiempo de
formacion de coagulos sin alterar significativamente los parametros de coagulacion, lo que

sugiere un perfil de seguridad favorable.

2.1.7 Medicion de la capacidad antibacteriana

Debido a que el acido shikimico es conocido por su amplia capacidad antibacteriana, resulta
relevante analizar sus posibles aplicaciones. Bai et al. (2021) realizaron un estudio en el que
investigaron la actividad antibacteriana del acido shikimico mediante diversos métodos

experimentales y andlisis avanzados.

En primera instancia, utilizaron una cepa de la bacteria Staphylococcus aureus ATCC 6538,
reconocida por su capacidad de causar enfermedades transmitidas a través de alimentos. Estas

bacterias se cultivaron en un medio nutritivo y se ajustaron a una densidad especifica.

Para el tratamiento con acido shikimico, la suspensién bacteriana fue tratada con una
concentracion de 2.5 mg/mL de 4cido shikimico. Ademas, se aplicaron condiciones de control
con acido clorhidrico para mantener el pH en niveles comparables, eliminando asi el efecto del
pH como posible factor de error. Después de un periodo de incubacion de 30 minutos a 37 °C,
las células fueron recolectadas y sometidas a extraccion de ARN total utilizando un kit llamado
TRIzol. La calidad del ARN fue verificada mediante andlisis en gel de agarosa (Bai, Wu, Liu et
al., 2015).

Este estudio demostrd que el acido shikimico afectd rutas metabdlicas importantes, como la
fosforilacion oxidativa y el metabolismo del piruvato. También se observo una alteracion en la
fluidez y funciéon de la membrana bacteriana, lo que impactd los canales de calcio y potasio.
Esto afecto la capacidad de la bacteria para mantener su estructura y llevar a cabo sus procesos

metabolicos normales. Los resultados transcriptoémicos fueron confirmados mediante PCR
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cuantitativa en tiempo real, verificando la expresion diferencial de doce genes relacionados con

funciones metabolicas y estructurales de la bacteria (Bai, Wu, Liu et al., 2015).

Ademas, existen otros métodos para evaluar la actividad antibacteriana, como el método de
difusion en disco o pozo de agar. Este consiste en colocar una cantidad conocida del compuesto
sobre un disco de papel en un medio de cultivo sélido inoculado con una bacteria. La presencia
de actividad antibacteriana se observa mediante la formacion de un halo de inhibicién alrededor
del disco, donde las bacterias no han podido crecer. Este es un método cualitativo para

determinar la presencia de dicha actividad.

2.1.8 Métodos de extraccion del acido shikimico

La extraccion de compuestos bioactivos a partir de plantas o vegetales requiere de técnicas
especificas que maximicen la recuperacion de estos compuestos sin afectar sus propiedades
estructurales. En este caso, el acido shikimico es la molécula de interés, que tiene una
importancia biologica y farmacéutica. Se extrae comunmente de materiales como el anis
estrellado (Zllicium verum) utilizando métodos de extraccion que incluyen equipos como el

Soxhlet.

Este método ha sido ampliamente empleado debido a su eficiencia en la extraccion continua.
Primeramente, el material vegetal seco se tritura y se coloca en un cartucho poroso dentro del
extractor, mientras un solvente caliente circula de manera repetida sobre la muestra. El acido
shikimico es soluble en solventes como el agua, el metanol o el propilenglicol, lo que asegura
su disolucidn y recuperacion gradual en el solvente, permitiendo una extraccion prolongada sin

necesidad de recargar el solvente (Bochkov, et al., 2011).

Un enfoque alternativo al método de extraccion por Soxhlet es la extraccion asistida por
ultrasonido. Esta técnica utiliza ondas ultrasdnicas para generar cavitacion en el medio liquido,
lo que rompe las estructuras celulares de la planta y facilita la liberacion de los compuestos
bioactivos. Estudios han demostrado que la extracciéon por ultrasonido puede reducir
considerablemente el tiempo de procesamiento y el consumo energético, manteniendo

rendimientos de extraccion similares al método Soxhlet (Bochkov, et al., 2011).
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No obstante, el Soxhlet sigue siendo preferido en muchas aplicaciones industriales debido a
su capacidad de operar de manera continua y reproducible (Liu, et al., 2009). Estos avances en
las técnicas de extraccion de compuestos vegetales responden a la necesidad de maximizar la
eficiencia en procesos industriales a gran escala, donde el objetivo es reducir el tiempo y

maximizar los costos para ofrecer una materia prima de calidad a un costo razonable.

Desde la perspectiva quimica, el acido shikimico presenta propiedades que facilitan la
extraccion y manipulacion. Su formula molecular C7H100S5, que cuenta con tres grupos
hidroxilo y un grupo carboxilo, le confiere una alta polaridad. Esta estructura contribuye a su
alta afinidad por solventes polares y su capacidad para formar enlaces de puentes de hidrogeno,

lo que explica su solubilidad en agua y alcoholes (Batory y Rotsztejn, 2021).

Ademas, la estabilidad térmica del 4cido shikimico es adecuada para procesos de extraccion
a temperaturas moderadas, aunque temperaturas excesivamente altas (superiores a 200 °C)
pueden inducir descomposicion parcial (Ohira, 2009). Estas caracteristicas quimicas son
fundamentales para seleccionar y optimizar las condiciones de extraccion, donde se menciona

que una temperatura ideal es cercana a los 150 °C.

Una vez extraido, el acido shikimico debe someterse a procesos de purificacion para eliminar
impurezas presentes en el extracto crudo. Entre las técnicas utilizadas se encuentran la
cromatografia de intercambio 16nico y la precipitacion quimica. La purificacion es esencial para
obtener un compuesto que cumpla con los estdndares de calidad exigidos en la industria

farmacéutica (Liu, et al., 2009).

Ademas, se ha demostrado que el acido shikimico puede cristalizarse a partir de disoluciones
metanolicas (en metanol), lo que permite una separacion efectiva del resto de los componentes
del extracto, como se menciona en Bochkov, et al. (2011). Esta cristalizacion facilita la
obtencion de un producto final con alta pureza y estabilidad, convirtiéndolo en un compuesto

apto para aplicaciones industriales.

Los rendimientos de extraccion pueden variar significativamente seglin la procedencia del
material vegetal y las condiciones de procesamiento. En el caso del anis estrellado, el contenido

de 4cido shikimico puede oscilar entre un 3 % y un 7 % en peso seco. Existen varios factores,
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como la edad de la planta, las condiciones de almacenamiento y el tratamiento previo, que

afectan directamente la eficiencia del proceso (Ohira, Torii, Aida, et al., 2009).

Por lo tanto, es fundamental estandarizar las condiciones de extraccion para minimizar la
variabilidad e maximizar los rendimientos de obtencion del extracto. Este detalle es fundamental
en la industria farmacéutica, ya que mantener consistencia en los lotes de produccion de acido
shikimico como materia prima es esencial para garantizar la eficacia y la seguridad de los

productos finales, sean de uso cosmético o farmacéutico (Diaz, Carmona, Bolivar, et al., 2014).

La extraccion del acido shikimico mediante métodos estandarizados como el Soxhlet o la
extraccion asistida por ultrasonido es una etapa critica en su produccion industrial. La
importancia radica en su aplicaciéon en la sintesis de medicamentos antivirales como el
Oseltamivir (Tamiflu — Roche), asi como en su uso potencial en productos cosméticos y otros.
Las innovaciones en las técnicas de extraccion buscan mejorar la sostenibilidad del proceso,

reducir el consumo de material y la generacion de residuos (Bochkov, 2011).

2.1.9 Métodos de analisis del acido shikimico

El analisis del acido shikimico se realiza mediante varias técnicas, las cuales son
fundamentales para garantizar su calidad, concentracion y presencia, segun el extracto vegetal
obtenido. Entre las técnicas mas utilizadas se encuentra la cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés).

Este método logra separar y cuantificar compuestos en mezclas complejas gracias a una fase
movil liquida y una columna de fase estacionaria, generalmente C18. La deteccion se realiza a
través de un espectrofotometro ultravioleta-visible, a una longitud de onda de 210 o 220 nm,
donde el acido shikimico presenta una alta absorcion. Esta técnica ofrece alta precision y

sensibilidad (Liu, Li, Zhang, et al., 2009).

Otra técnica importante es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-MS), la cual es util cuando el analito requiere una identificaciéon mas detallada de sus
compuestos. Previo al andlisis, el acido shikimico debe ser derivatizado para hacerlo volatil,

generalmente mediante la formacion de éteres. La CG-MS permite una identificacion precisa
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basada en el tiempo de retencion y el patron de fragmentacion en el espectro de masas (Bochkov,

etal., 2011).

Los ensayos espectrofotométricos también se utilizan como métodos rapidos y de menor
costo para la evaluacion preliminar del contenido de acido shikimico. Por ejemplo, el ensayo de
colorimetria basado en la reaccion con reactivos especificos permite detectar el compuesto a
una longitud de onda definida. A pesar de su rapidez y bajo costo, estos métodos no son tan

precisos como el uso de HPLC o CG-MS (Liu, Li, Zhang, et al., 2009).

En el caso del HPLC, se prepara una curva de calibracion mediante la inyeccion de soluciones
estandar de 4cido shikimico en diferentes concentraciones. La linealidad se verifica al
correlacionar el 4rea del pico cromatografico con la concentracion del estandar. Por lo tanto, los
resultados deben mostrar una correlacion (r) superior a 0,99 para que el método se considere
valido. Ademas, la repetibilidad se evalua mediante la inyeccion repetida de la misma muestra

para comprobar la estabilidad de todas las lecturas (Liu, Li, Zhang, et al., 2009).

Ademés de los métodos cromatograficos, existen otras técnicas avanzadas, como la
resonancia magnética nuclear (RMN), que permite identificar los grupos funcionales presentes
en la molécula, proporcionando informacién detallada sobre su conformacion tridimensional.
Este método es relevante para investigaciones que buscan explorar la interaccion del acido
shikimico con otras moléculas o analizar derivados estructurales. La combinacion de técnicas
analiticas confiables, junto con un monitoreo constante, es importante para mantener la

eficiencia y la reproducibilidad en la produccion a gran escala (Liu, Li, Zhang, et al., 2009).

2.2 Sargazo vejigoso (Fucus vesiculosus)

Es un alga marréon del reino Plantae, del filo Ochrophyta, clase Phaecophyceae, que se
relaciona con las algas pardas, del orden Fucales, familia Fucaceae, género Fucus y especie
Fucus vesiculosus. Segun Renobales (2001), “puede alcanzar los 30 cm de longitud, con un tallo
en forma de lamina, un eje central, vesiculas aeriferas y en sus extremos forma receptaculos, los
cuales son donde se producen los gametos, facilitando su reproduccion”. Se encuentra sobre las
rocas en la orilla, especificamente en las costas de ambos lados del Atlantico Norte, desde el

Artico hasta el norte de Africa y Canarias, en el mar del Norte y en el mar Baltico.
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Tiene una importante composicion de yodo, el cual estd fijado a aminoacidos y proteinas,
ademads de cloruro de sodio, potasio, magnesio, calcio, hierro, acido alginico y glucosanos
solubles, asi como vitaminas A, B1, C, E y pequefias cantidades de B12. Segun de la Torre
(2001), “los usos principales del alga son efecto saciador del apetito, tonificante intestinal, ligero
laxante, disminucion del colesterol, accion contra la celulitis y tratamiento de la gota”, que se
define como un aumento de acido urico. Como contraindicacion, se menciona el hipertiroidismo,

el acné, el embarazo, la lactancia y el uso en nifios.

2.2.1 Generalidades

El Fucus vesiculosus es una especie de alga marina parda, ampliamente distribuida en las
aguas poco profundas de las regiones costeras del Atlantico Norte, el mar del Norte y el Artico.
Esta alga pertenece al género Fucus, que incluye aproximadamente 66 especies reconocidas.
Forma comunidades densas conocidas como cinturones de macroalgas, las cuales proporcionan
refugio y proteccion de nutrientes a una gran variedad de organismos epibentonicos y epifiticos,

es decir, organismos que viven en relacion con superficies en ecosistemas acuaticos.

El Fucus vesiculosus es particularmente apreciado por su alto contenido de compuestos
activos, lo que ha generado interés en su uso para aplicaciones alimenticias, farmacéuticas y
cosméticas (Obluchinksaya et al., 2022). Histéricamente, el Fucus vesiculosus ha sido utilizado
en la medicina tradicional de paises costeros de Europa y Norteamérica para tratar problemas

metabodlicos como el hipotiroidismo, debido a su alto contenido de yodo.

Otras investigaciones han destacado su capacidad para acumular diversos compuestos
beneficiosos, incluidos los polisacaridos sulfatados como el fucoidano, los polifenoles como las
florotaninas y otros minerales esenciales. Estas propiedades han sido aprovechadas en productos
cosméticos, donde se utiliza el compuesto brindando beneficios antioxidantes, hidratantes y

protectores frente a los dafios causados por la radiacion ultravioleta (Obluchinksaya et al., 2022).

El contenido de compuestos activos en el Fucus vesiculosus varia considerablemente segiin
factores ambientales como la salinidad del agua, la temperatura y la fase reproductiva del alga.
Por ejemplo, los niveles de florotaninas y flavonoides son mas elevados en aguas con alta
salinidad y durante ciertas etapas reproductivas. Estos polifenoles son responsables de muchas

de las propiedades bioldgicas del alga, incluidas sus actividades antioxidantes y antimicrobianas,
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lo que convierte a esta alga en un recurso importante en la fabricacion de productos

antienvejecimiento (Balina, Ramagnoli, Blumerga, 2015).

2.2.2 Composicion quimica del Fucus vesiculosus

El Fucus vesiculosus (C29H4802) contiene componentes como polisacaridos sulfatados,
alginatos, fucoidanos y laminaria. Los alginatos constituyen una parte significativa de su
estructura celular, siendo polimeros de acido glucurénico y manurénico, conocidos por sus
propiedades gelificantes y espesantes. Debido a estas caracteristicas, estos compuestos son
ampliamente utilizados en productos cosméticos para mejorar la textura y estabilidad de las

formulaciones (Balina, Ramagnoli, Blumerga, 2015).

Otro componente importante del Fucus vesiculosus es el fucoidano, un polisacarido sulfatado
con destacadas propiedades bioactivas. El fucoidano ha demostrado tener actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antitumoral en diversos estudios. Este polisacdrido actia neutralizando los
radicales libres y modulando rutas inflamatorias, lo que proporciona proteccion a la piel contra
el envejecimiento prematuro. Ademas, el fucoidano favorece la regeneracion celular, lo que hace
que su aplicacion en productos para el cuidado de la piel sea efectiva (Savitri, Rahmanwaty,

Minarno, 2024).

La composicion mineral del Fucus vesiculosus incluye minerales esenciales como yodo,
potasio, calcio, magnesio y zinc. El yodo, en particular, desempefla un papel crucial en la
regulacion del metabolismo y la funcion tiroidea. Estos minerales no solo son importantes para
la salud a nivel sistémico, sino que también contribuyen a mejorar la elasticidad y firmeza de la
piel, ademas de su hidratacion. La presencia de estos elementos refuerza el potencial del alga

para ser utilizada en la industria cosmética (Savitri, Rahmanwaty, Minarno, 2024).

Ademas de los polisacaridos y minerales, el Fucus vesiculosus contiene una amplia variedad
de compuestos fenolicos, especialmente florotaninas, que son exclusivas de las algas pardas.
Las florotaninas presentan una actividad antioxidante y fotoprotectora significativa, siendo
efectivas contra el dafo inducido por la radiacion ultravioleta. Por lo tanto, estas propiedades se

han investigado para el desarrollo de productos de proteccion solar (Ovchinnikov, et al., 2009).

Otro componente de interés es el manitol, un alcohol de azlcar presente en cantidades

considerables en el alga. El manitol tiene propiedades humectantes, lo que lo convierte en un
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agente efectivo para mantener la hidratacion de la piel. Ademas, se ha estudiado su papel en la
proteccion de las células contra el estrés osmotico, demostrando que ayuda a mantener el

equilibrio hidrico en pieles secas o deshidratadas (Balina, Ramagnoli, Blumerga, 2015).

2.2.3 Propiedades antioxidantes

El Fucus vesiculosus es una fuente natural rica en antioxidantes, compuestos que
desempefian un papel fundamental en la neutralizacion de radicales libres y la proteccion celular.
De los componentes mencionados previamente, destacan las florotaninas, las cuales actiian
como potentes antioxidantes al donar electrones a especies reactivas de oxigeno, reduciendo el
dafio oxidativo en estructuras bioldgicas. Los autores Obluchinskaya et al. (2022) mencionan
que las florotaninas del alga no solo inhiben la peroxidacion lipidica, sino que también previenen

el dafio al ADN inducido por el estrés oxidativo.

Otro antioxidante presente en Fucus vesiculosus es el fucoidano, un polisacarido sulfatado
con multiples beneficios. Este actia mediante la reduccion de los niveles de especies reactivas
de oxigeno intracelulares y la modulacion de rutas de sefializacion inflamatoria. La fucoxantina,
un carotenoide, es un pigmento que participa en la fotosintesis y posee una importante capacidad
de captura de radicales libres. Ademas, se ha demostrado que regula la expresion de enzimas
antioxidantes como el superoxido dismutasa y la catalasa, aumentando la capacidad de defensa
del organismo contra el estrés oxidativo. Incluso, este compuesto ha sido estudiado por su
potencial en la reduccion de la inflamacion cronica y la proteccion contra enfermedades

degenerativas (Savitri et al., 2024).

Por ultimo, el manitol contribuye a la capacidad antioxidante al estabilizar membranas
celulares y protegerlas contra el dafio osmotico. Neutraliza radicales libres y, al mismo tiempo,
actia como un agente humectante, mejorando la hidratacion y elasticidad de la piel. Por tanto,
el Fucus vesiculosus y sus componentes son un recurso valioso gracias a su capacidad

antioxidante (Baliyan, Mukherjee, Privayardashini, et al., 2022).

2.2.4 Medicion de la capacidad antioxidante del Fucus vesiculosus (Prueba DPPH)

La prueba DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) es un método ampliamente utilizado para
cuantificar la capacidad antioxidante de un compuesto o extracto. Se basa en la capacidad de los

antioxidantes para neutralizar radicales libres. El DPPH es un radical libre estable que tiene un
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color purpura, el cual disminuye al reaccionar con compuestos antioxidantes como el Fucus
vesiculosus, que donan electrones o atomos de hidroégeno, lo que genera una decoloracion
amarilla proporcional a la capacidad antioxidante. Este cambio es medido mediante

espectrofotometria a una longitud de onda de 517 nm (Savitri et al., 2024).

Para el ensayo DPPH, se prepara una solucién estandar de DPPH en metanol o alcohol,
generalmente a una concentracion de 0,1 mM. Posteriormente, se disponen diferentes
concentraciones del extracto o compuesto a analizar, los cuales se mezclan con la solucion de
DPPH. Las muestras se someten a incubacion en oscuridad durante 30 minutos para permitir la
interaccion entre el radical y los antioxidantes presentes en el extracto. Después de este tiempo,
se mide la absorbancia; la reduccion en la absorbancia indica la capacidad del compuesto para

neutralizar los radicales libres.

El resultado de la prueba se expresa comiinmente como el porcentaje de inhibicion del radical
o como el valor IC50. Este valor se define como la concentracion del compuesto necesario para
inhibir el 50 % de los radicales DPPH presentes. Valores de IC50 menores indican una mayor
capacidad antioxidante. En un estudio reciente, se demostré que el extracto de Fucus vesiculosus
mostrd una inhibicidn significativa de los radicales DPPH, con valores que clasifican al alga

como un antioxidante potente (Savitri et al., 2024).

Un aspecto importante para considerar en la prueba DPPH es la influencia del disolvente en
los resultados. Los solventes polares, como el metanol y el etanol, mejoran la solubilidad del
DPPH vy facilitan la interaccién con antioxidantes hidrofilicos. En el caso de compuestos
lipofilicos, se recomienda utilizar mezclas de solventes para maximizar la reactividad del radical
libre. El Fucus vesiculosus contiene componentes hidrofilicos como los alginatos y el fucoidano,
asi como componentes lipofilicos como las fucoxantinas, que se disuelven mejor en solventes

como el etanol o el hexano (Baliyan, Mukherjee, Privayardashini, et al., 2022).

Esta prueba también permite comparar la capacidad antioxidante de diferentes compuestos
frente a estandares conocidos, como el 4cido ascorbico. El método DPPH es répido y accesible,
aunque sus resultados podrian verse influenciados por factores como el pH de la disolucion, la
temperatura y el tiempo de incubacioén. Por ello, es crucial estandarizar las condiciones

experimentales para asegurar la reproductibilidad de los resultados.
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2.2.5 Propiedades antimicrobianas

El Fucus vesiculosus ha demostrado tener propiedades antimicrobianas, las cuales se
atribuyen a la presencia de compuestos activos como los polifenoles y los polisacaridos
sulfatados. Dentro de los principales responsables de la actividad antimicrobiana se encuentran
las florotaninas, que son una clase de polifenoles que actian alterando la membrana celular de
las bacterias, interfiriendo en su metabolismo y reproduccion. Estudios han demostrado que los
extractos del alga inhiben el crecimiento de bacterias tanto grampositivas como gramnegativas,
resaltando su potencial como agente natural contra infecciones bacterianas (Sandsalen et al.,

2003).

Dichas pruebas de actividad antimicrobiana realizadas con extractos del Fucus vesiculosus
han mostrado efectos bactericidas contra cepas como Escherichia coli'y Staphylococcus aureus.
En estos estudios, las bacterias fueron tratadas con extractos purificados que lograron reducir el
crecimiento bacteriano entre un 85 % y un 97 % en 24 horas. El mecanismo de accion parece
estar relacionado con la disrupcion de la pared celular bacteriana, lo que genera un desequilibrio

osmotico y conduce a la muerte de la bacteria (Sandsalen et al., 2003).

El fucoidano, un polisacarido sulfatado presente en el alga, también ha sido identificado
como un componente con actividad antimicrobiana. Este no solo inhibe el crecimiento
bacteriano, sino que también interfiere en la formacion de biopeliculas, estructuras responsables
de la resistencia a antibioticos. La capacidad del fucoidano para prevenir la adhesion de bacterias
a superficies convierte a Fucus vesiculosus en un potencial agente para aplicaciones en

productos de higiene y cuidado personal (Sandsalen et al., 2003).

Existen factores ambientales como la estacion del afio, el habitat y la fase reproductiva del
alga que podrian estar involucrados en la capacidad antimicrobiana del extracto obtenido. Las
concentraciones de compuestos activos son mas altas durante el verano, cuando el alga esta mas
expuesta a bacterias del entorno. Estos cambios estacionales reflejan la capacidad del alga para
modular su defensa quimica en respuesta a las condiciones ambientales (Padmakumar y

Ayyakkannu, 1997).

Entre los métodos utilizados para evaluar la capacidad antimicrobiana se incluyen ensayos
con placas de microtitulacion, donde se mide la densidad Optica de cultivos bacterianos

expuestos a diferentes concentraciones del extracto. Se demostré que el alga pudo inhibir
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significativamente el crecimiento de bacterias como Proteus mirabilis y Pseudomonas

aeruginosa (Sandsalen et al., 2003).

Un aspecto importante en la investigacion sobre las propiedades antimicrobianas del Fucus
vesiculosus es la ausencia de toxicidad para las células humanas. En estudios de hemdlisis, los
extractos activos no causaron dafio a los globulos rojos, lo que sugiere un menor riesgo en el
perfil de seguridad para aplicaciones topicas. Este hallazgo es importante para utilizar el extracto
en productos cosméticos y farmacéuticos, donde se requiere una alta eficacia bactericida o

bacteriostatica sin efectos adversos para la piel (Haug et al., 2003).

2.2.6 Propiedades anticancerigenas

Diversos estudios han investigado el potencial anticancerigeno del Fucus vesiculosus, debido
a su alto contenido en compuestos activos como los polifenoles, particularmente las florotaninas.
Estas sustancias han demostrado tener efectos citotoxicos contra diversas lineas celulares de
cancer. En un estudio realizado en el mar Baltico, se encontrd que extractos del alga redujeron
significativamente la viabilidad de células de adenocarcinoma pancreatico humano, tras 72

horas de tratamiento (Zenthoefer et al., 2017).

Los mecanismos por los cuales las florotaninas ejercen su efecto anticancerigeno incluyen la
induccion de apoptosis y la inhibicidn de la proliferacion celular. Las florotaninas interfieren en
rutas de sefializacion clave, lo que disminuye la capacidad de las células cancerosas para evadir
la apoptosis. Esto sugiere un potencial uso en tratamientos combinados con otros agentes
quimioterapéuticos, aunque se necesitan mas investigaciones en esta area para comprender

mejor su eficacia y seguridad (Zenthoefer et al., 2017).

2.2.7 Métodos de analisis

La identificacion del Fucus vesiculosus implica la evaluacion de sus componentes activos,
asi como la concentracion de estos, por ejemplo, los polifenoles, como las florotaninas. Estos
compuestos constituyen una parte importante de su perfil bioactivo, alcanzando hasta un 20 %
del peso seco en algunas muestras de algas pardas. Los polifenoles son heterogéneos en

estructura y peso molecular, por lo que su identificacion puede ser complicada.
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En estudios recientes, se ha utilizado cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
combinada con espectrometria de masas para caracterizar estos compuestos (Ovchinnikov et al.,
2019). Los métodos de extraccion para identificar el alga se basan en procesos de eliminacion
de lipidos y pigmentos mediante solventes como el cloroformo. Posteriormente, se realiza una
extraccion acuosa a 60 °C durante una hora para obtener los compuestos hidrosolubles.
Seguidamente, tras la concentracion y eliminacién de impurezas, el extracto se somete a una
precipitacion con etanol para separar los polisacaridos. Los polifenoles restantes se extraen
mediante un sistema de fase organica compuesto por una mezcla de acetato de etilo y butanol

en una proporcion de 4:1 (Ovchinnikov, et al., 2019).

La separacion de los extractos es otro paso fundamental para mejorar la resolucion en la
identificacion de los componentes. En este proceso se utilizan columnas cromatograficas
rellenas con un adsorbente denominado Sephadex LH-20, que retiene los compuestos
polifenolicos a través de enlaces de hidrogeno. La elucion se realiza con una serie de solventes
de polaridad decreciente, permitiendo separar fracciones basadas en el grado de polimerizacion.
Es decir, las fracciones mas pesadas contienen florotaninas de alto peso molecular, mientras que

las mas ligeras estan compuestas por mondmeros y oligémeros (Ovchinnikov, et al., 2019).

Ademas de los andlisis cromatograficos, el uso de espectroscopia ultravioleta ha permitido
identificar los picos caracteristicos de los polifenoles a una longitud de onda de 254 nm. Este
enfoque se complementa con la espectrometria de masas en modo de ionizacion negativa, donde
los compuestos son separados para obtener la informacion estructural. La ventaja de la
combinacion de estos métodos es la caracterizacion completa, lo que garantiza una
identificacion precisa y confiable de los compuestos bioactivos en el extracto (Ovchinnikov, et

al., 2019).

Como se ha mencionado, los factores ambientales como la estacion del afio, el lugar de
crecimiento del alga y la fase reproductiva influyen en la composicion quimica del Fucus
vesiculosus. Investigaciones realizadas en el mar Blanco y los mares Articos han demostrado
que las condiciones de salinidad y temperatura pueden afectar la concentracion de polifenoles y
otros metabolitos secundarios, lo que hace que la identificacion del alga requiera un método

estandarizado en cuanto a extraccion y analisis para evitar la variabilidad.

53



Por tanto, la identificacion del Fucus vesiculosus es un proceso que requiere la integracion
de multiples técnicas analiticas y de extraccion. La caracterizacion e identificacion detallada de
sus compuestos activos, como las florotaninas, es esencial para garantizar la calidad del extracto
y, por ende, la eficacia en las aplicaciones industriales en las que se vaya a utilizar. El desarrollo
de metodologias avanzadas en cuanto a identificacion es fundamental para un control de calidad

adecuado.

2.3 Metodologia calidad por disefio enfocada en el desarrollo de productos cosméticos

El enfoque de calidad por disefio ha sido ampliamente utilizado en la industria farmacéutica
y también es aplicable en el desarrollo de productos cosméticos, como es el caso de esta
investigacion para la fabricacion y formulacion de una crema hidratante y parches para el
contorno de ojos. Este enfoque se centra en el disefio del producto con una comprension
detallada de las variables criticas que pueden afectar su calidad. Esto implica la identificacion
de atributos de calidad, como la estabilidad de la formulacion, la absorcion de los compuestos

activos, la textura y la uniformidad del producto.

En el desarrollo de una crema facial, el enfoque de calidad por disefio se puede implementar
desde las etapas iniciales mediante la definicion de un perfil de calidad del producto. Este perfil
incluye parametros importantes como la capacidad de hidratacion, la penetracion cutanea de
activos antioxidantes (como los polifenoles del Fucus vesiculosus) y la estabilidad de la
formulacion ante cambios de temperatura y luz. Los experimentos controlados permiten evaluar
coémo las modificaciones en las materias primas o en el proceso de fabricacion afectan estos

parametros, para mejorar el control y la previsibilidad del proceso.

Para los parches de contorno de ojos, los atributos importantes pueden incluir la adherencia
del material al area ocular, asi como la liberacion de activos como el acido shikimico y el alga
marina, junto con la elasticidad del biopolimero utilizado. El enfoque de calidad por disefio
requiere disefiar experimentos que determinen la concentracion de los extractos y el tipo de
biopolimero utilizado, asi como otros excipientes de la formulacion. Ademas, se deben

identificar parametros criticos como la temperatura, el tiempo de mezcla, entre otros.

La metodologia de calidad por disefio también incorpora la evaluacion de riesgos para

priorizar aquellos factores que tienen un mayor impacto en la calidad del producto. Por ejemplo,
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un andlisis de riesgos podria demostrar que la variabilidad en la pureza de los extractos vegetales
es un factor importante que requiere un control minucioso. Por lo tanto, la verificacion de
calidad de los proveedores de materias primas utilizadas en la formulacion debe estar sujeta a
controles de calidad estrictos. Una variacién en una materia prima puede tener un impacto
directo en el resultado de una formulacion cosmética, generando variabilidad entre un lote

producido y otro.

Finalmente, un monitoreo continuo durante el proceso de fabricacion es fundamental en el
enfoque de calidad por disefio. Existen herramientas que pueden ser recomendadas para mejorar
la eficiencia de los procesos productivos, como el andlisis PAT (Process Analytical Technology),
que permite medir en tiempo real parametros como la viscosidad de una crema o la uniformidad

del espesor de los parches.

Claro esta que implementar este tipo de herramientas conlleva un costo financiero y debe
estar sujeto al presupuesto de cada fabricante. Sin embargo, implementar el enfoque de calidad
por disefio garantiza minimizar el riesgo de variaciones de calidad entre lotes, mejorando la
eficiencia del proceso y reduciendo los costos asociados con reprocesos, para finalmente
aumentar la satisfaccion del consumidor gracias a productos mas seguros, eficaces y con calidad

constante.
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CAPITULO III: MARCO METODOLOGICO
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El presente marco metodoldgico comprende los puntos relacionados con los objetivos
especificos para describir como se llevan a cabo los procedimientos para cumplir cada objetivo
mencionado. Se incluye desde la descripcion para la extraccion del anis estrella, la identificacion
del 4cido shikimico, el método DPPH para la determinacion de la capacidad antioxidante y la

prueba de capacidad antimicrobiana de los compuestos a estudiar.

3.1 Enfoque

La presente investigacion adopta un enfoque de caracter mixto, combinando metodologias
cualitativas y cuantitativas para analizar las propiedades del acido shikimico y del alga Fucus
vesiculosus, con un énfasis en el andlisis de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de
estos dos compuestos. La fase cualitativa se centra en la caracterizacion de los compuestos,
donde se describen sus generalidades, propiedades y aplicaciones en la industria cosmética,

especificamente.

Para ello, se lleva a cabo una revision de la literatura cientifica, asi como la caracterizacion
quimica de los extractos mediante el uso de técnicas de andlisis como la espectrofotometria UV-
Vis y la espectrofotometria infrarroja, lo que permite identificar los principales compuestos

activos presentes en cada extracto.

En la fase cuantitativa, se evaluard la capacidad antioxidante y antimicrobiana de los
extractos de acido shikimico y Fucus vesiculosus, de manera individual y en combinacion, con
el objetivo de determinar si presentan un efecto sinérgico. Para esto, se utilizaran pruebas como
el ensayo DPPH para medir la actividad antioxidante y métodos de cultivo en placa para evaluar

la capacidad antimicrobiana.

Se compararan los resultados obtenidos en las pruebas individuales y en la mezcla de ambos
extractos, con el fin de analizar si la combinacion ofrece una mayor efectividad o, por el
contrario, no se observa un incremento significativo en su actividad bioactiva, sea antioxidante

0 antimicrobiana.

El enfoque experimental permitira analizar si la combinacién de los extractos genera un
efecto sinérgico, aditivo o antagonista en términos de la capacidad antioxidante y antimicrobiana.
En caso de que los resultados indiquen un aumento de la actividad conjunta, esto reforzaria la

viabilidad de utilizar ambos compuestos en formulaciones cosméticas. Por el contrario, si se
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observa que la mezcla no mejora significativamente la actividad en comparacion con los
extractos individuales, se determinara cual de los compuestos tiene un mayor impacto en dicha

cualidad.
3.2 Tipo de investigacion

El presente estudio adopta un enfoque de tipo experimental, con componentes de caracter
exploratorio y explicativo, ya que se busca evaluar las capacidades antioxidantes y
antimicrobianas del 4cido shikimico y del Fucus vesiculosus por separado; ademas, analizar su
posible sinergismo y, finalmente, desarrollar dos formulas cosméticas utilizando estos extractos.
El enfoque exploratorio se aplica en la primera etapa de este estudio, donde se busca conocer
con mayor detalle las caracteristicas individuales de ambos compuestos, identificando sus

principales componentes activos, sus caracteristicas generales y sus métodos de identificacion.

3.3 Fuentes de informacion

Las fuentes de informacién consultadas para el presente estudio son de tipo primario,
secundario y terciario, obtenidas de bases de datos bibliograficas como Google Scholar,
National Library of Medicine, Springer Nature, ScienceDirect, entre otras. Se consultan fuentes
en los idiomas espafol e inglés, priorizando aquellas con acceso a publicaciones en revistas
cientificas y literatura académica validada. Se excluyen fuentes de baja fiabilidad, como blogs,

paginas web sin respaldo cientifico y documentos sin referencias verificables.

3.4 Criterios de busqueda de la informacion

Tabla 1. Criterios de busqueda de informacion basados en los objetivos especificos de la

investigacion en curso.

Objetivo Descriptor Motor de | Resultados | Periodo Idioma
especifico busqueda | por de estudio
descriptor
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Extraer mediante | Métodos de MDPI 13 2009 Inglés
técnicas de extraccion de anis | Google

hidrodestilacion | estrella Scholar

el acido Springer

shikimico Nature

proveniente del Métodos de MDPI 8 2011-2012 | Inglés
Hllicium verum identificacion de Google

(anis estrella) acido shikimico Scholar

para evaluar su Springer

poder Nature

antimicrobiano Fuentes de MDPI 12 2008-2009 | Inglés
frente a bacterias | extraccion de Google

como acido shikimico Scholar

Staphyloccocus

aureus a través de

técnicas de

cultivo en placa.

Determinar la | Procedimiento Google 4 2007 Inglés
capacidad para ensayo DPPH | Scholar

antioxidante del

extracto de Fucus | Capacidad Springer | 10 2018-2019 | Inglés
vesiculosus 'y del | antioxidante del Nature

acido shikimico | Fucus vesiculosus

extraido del anis | Cuantificacion de | Google 6 2015-2016 | Inglés y
estrella, las capacidades Scholar Espariol
individualmente y | antioxidantes del | MDPI

de manera
conjunta
mediante un

ensayo de captura

del radical libre

acido shikimico




DPPH (2,2-
difenil-1-
picrilhidrazilo),
evaluando la
actividad

antioxidante en
funcion de la
concentracion de

estos extractos.

Optimizacion del
desarrollo de dos
formas
cosméticas
mediante la
metodologia de
calidad por disefio
que incluyan los
extractos de acido
shikimico y
Fucus vesiculosus
evaluando
seguridad,
capacidad
antioxidante y
capacidad

antimicrobiana.

Excipientes Google 5 2012 Inglés
cosméticos Scholar

Science

Direct
Formulacion de MDPI 14 2014-2015 | Inglés y
parches de Google espafiol
biopolimeros Scholar
como carragenina | Springer

Nature
Pruebas de Google 7 2012 Inglés
determinacion de | Scholar
capacidad Science
antimicrobiana de | Direct

compuestos

naturales.

Fuente: Elaboracion propia basada en datos encontrados.
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3.5 Criterios de inclusion y exclusion

Se establecen criterios de inclusion y exclusion que delimitan los alcances de este estudio.

Se incluyen Unicamente estudios, articulos y experimentos relacionados con la extraccion del

acido shikimico y su identificacion, asi como la identificacion del Fucus vesiculosus y la

evaluacion de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de ambos compuestos. Ademas,

se analizaran ambos compuestos por separado y en combinacion, con el objetivo de determinar

si existe sinergismo entre ellos.

Por otro lado, se excluyen del estudio las investigaciones sobre otras capacidades activas de

estos compuestos, tales como los posibles efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, entre

otros. Ademas, no se realizaran pruebas en seres humanos ni estudios clinicos, ya que el enfoque

del presente estudio se centra en la caracterizacion quimica y la evaluacion experimental en

laboratorio, con un enfoque principalmente cosmético. Tampoco se llevaran a cabo analisis de

estabilidad a largo plazo.

3.6 Variables de la investigacion

Tabla 2. Variables operacionales de los objetivos especificos de la investigacion.

Objetivo Variable Indicador | Definicion Definicion Definicion
especifico conceptual operacional | instrumental
Extraer Extraccion | Rendimient | Proceso  de | La Extractor
mediante de anis | o de | obtencion de | hidrodestilac | Soxhlet para la
técnicas  de | estrella para | extraccion. | acido ion es un | hidrodestilacid
hidrodestilaci | la Analisis de | shikimico a | método n

on el 4cido | identificacid | concentraci | partir de anis | tradicional Espectrofotom
shikimico n del acido | 6n estrellado para la{etro UV-Vis
proveniente | shikimico mediante extraccion de | para la
del Illicium hidrodestilaci | compuestos | identificacion
verum (anis on, seguido | bioactivos de

estrella) para de la | las plantas.

evaluar  su evaluacion de | En este
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poder su capacidad | método, los
antimicrobia antimicrobian | materiales
no frente a a vegetales se
bacterias envasan  en
como un
Staphyloccoc compartimen
us aureus a to  inmovil,
través de luego se
técnicas  de afiade agua
cultivo  en en cantidad
placa. suficiente 'y
se lleva a
ebullicion
(Yuangang,
2024).
Determinar la | Determinaci | % de | La prueba | La  prueba | Procedimiento
capacidad on de | inhibicion | DPPH se | DDPH se | de laboratorio
antioxidante | capacidad del radical | utiliza  para | utiliza de elaboracion
del extracto | antioxidante | 1,1-difenil- | estimar la | comparando | del ensayo
de Fucus | mediante el | 2- actividad el patron de | DPPH
vesiculosus y | ensayo picrilhidraz | antioxidante | acido
del acido | DPPH il basandose en | ascorbico
shikimico el  proceso | para generar

extraido del

anis estrella,

individualme
nte y de
manera
conjunta

mediante un

ensayo  de

mediante el

cual los
antioxidantes
limitan la

oxidacion de
lipidos, lo que
da como

resultado la

una curva de
calibracion y
asi poder
comparar la
muestra  de
interés contra

esta.
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captura  del
radical libre
DPPH (2,2-
difenil-1-

picrilhidrazil
0), evaluando

la actividad

eliminacion
de radicales
libres del
DPPH vy, por
lo tanto,

determina el

potencial de

antioxidante eliminacion

en funcion de de radicales

la libres

concentracio (Baliyan et

n de estos al., 2022).

extractos.

Optimizacion | Elaboracion | Estabilidad | Son Fabricacion | Procedimiento
del desarrollo | de una | y seguridad | productos de | de la cremay | de laboratorio
de dos | crema de la | aplicacion parches de | de fabricacion
formas hidratante y | formulaci6 | topica biopolimero | de crema
cosméticas unos n disefiados mediante la | humectante y
mediante la | parches de para aumentar | metodologia | parches de
metodologia | biopolimero el contenido | de  calidad | biopolimeros

de calidad | s de agua de la | por disefio

por  disefio piel y

que incluyan
los extractos
de acido
shikimico 'y
Fucus
vesiculosus
evaluando

seguridad,

restaurar la
funcion  de
barrera
protectora
innata de la
piel.
(Harwood,

2024)
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capacidad
antioxidante
y capacidad
antimicrobia

na.

Fuente: Elaboracion propia.

3.7 Descripcion del procedimiento de recoleccion y analisis de datos

La recoleccion y andlisis de datos de esta investigacion se llevara a cabo en varias etapas,
cubriendo la totalidad de los objetivos propuestos. Estos incluyen la extraccion del anis estrella
(Illicium verum) para la obtencion de un extracto que contenga acido shikimico, permitiendo

también su posible identificacién mediante técnicas cualitativas y cuantitativas.

En una segunda etapa, se lleva a cabo el ensayo DPPH para verificar la capacidad
antioxidante del acido shikimico y del Fucus vesiculosus, tanto de manera individual como
conjunta, con el fin de determinar su posible sinergismo. Asimismo, se realiza una prueba de
capacidad antimicrobiana de estos compuestos, igualmente de forma individual y en

combinacion, evaluando un posible efecto sinérgico

Finalmente, en la ultima etapa de este estudio, se desarrolla una formulacion cosmética que
emplea estos compuestos, especificamente una crema y parches de biopolimeros para el
contorno de ojos. La descripcion detallada de estos métodos se encuentra a partir de la seccion

3.8 del presente estudio.
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3.8 Descripcion del método de extraccion de anis estrella (Illicium verum)

El proceso de extraccion del anis estrella (/llicium verum) consiste, en primer lugar, en
adquirir la materia prima. La estrella de anis puede obtenerse en pequefias cantidades en diversos
puntos de venta. En Costa Rica, este producto puede adquirirse en el Barrio Chino, en diferentes
tiendas dedicadas a la venta de productos importados de China. Seguidamente, en el laboratorio,

se tritura la materia prima (material vegetal) utilizando un mortero o una licuadora, con la
finalidad de disminuir el tamano del fruto seco y favorecer su proceso de extraccion.

Seguidamente, se pesan 30 g de material vegetal seco y triturado, y se colocan en una tela.
Se realiza un doblez, y este cartucho se introduce dentro del extractor Soxhlet. Este equipo
permite una extraccion continua mediante la recirculacion del solvente caliente, lo que favorece
una mejor recuperacion del compuesto sin su degradacion. Mientras tanto, se prepara el resto
del equipo conectando el balon correspondiente de 500 mL, las mangueras a la bomba y a la
hielera.

Se comienza a calentar la plantilla hasta alcanzar una temperatura aproximada de 150 °C. En
este caso, se utiliza agua destilada como solvente, ya que el acido shikimico es altamente soluble
en medios acuosos. Seguidamente, la extraccion se somete a ciclos repetidos de percolacion con

agua caliente durante 4 a 6 horas, favoreciendo la solubilizacién del compuesto en la fase liquida.

Figura 2. Anis estrella
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Figura 4. Preparacion del extractor Soxhlet
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Figura 6. Obtencion del extracto liquido
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Tras completar la extraccion, el extracto acuoso obtenido se somete a un proceso de
liofilizaciéon, un método de secado por congelacion que permite eliminar el agua sin exponer el
compuesto a temperaturas elevadas que podrian degradarlo. La liofilizacion es un procedimiento
eficiente para preservar la estabilidad y pureza del acido shikimico, evitando la pérdida de
compuestos volatiles y minimizando la oxidacion. El proceso consiste en congelar el extracto a
temperaturas inferiores a -40 °C y luego someterlo a una sublimacién controlada en condiciones
de vacio, lo que permite obtener el extracto en forma de un polvo seco, estable y facil de
manipular en experimentos posteriores, como la cuantificacion o la fabricacion de una formula

de interés.

3.8.1. Materiales utilizados

Se detallan los materiales utilizados para la extraccion del anis estrella a continuacion:

e 30 g Anis estrella seco

e Mortero o licuadora para triturar el anis estrella
e (Capsulas de porcelana

e Balanza

e Extractor Soxhlet de 250mL

e Beaker de 500 mL

¢ Plantilla de calefaccion

e Papel aluminio

e Tela
e Hielera
e Hielo

e Agua destilada

3.8.2 Reactivos

Para el procedimiento de extraccion de 4cido shikimico no se utilizaron reactivos especificos;

no obstante, se empled agua destilada como disolvente. La eleccion del disolvente para la
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extraccion del anis estrella es un factor importante en términos de la eficiencia del proceso, la
pureza del extracto y su posterior aplicacion en formulaciones. Se optdé por utilizar agua
destilada debido a su capacidad para extraer compuestos polares como el acido shikimico, asi

como a su compatibilidad con métodos de purificacion posteriores, como la liofilizacion.

No obstante, existen otros disolventes que podrian ser utilizados. Por ejemplo, el
propilenglicol es un disolvente comun en la industria cosmética y farmacéutica, y tiene la
capacidad de solubilizar compuestos polares y semipolares. Al igual que el propilenglicol, el
etanol se utiliza en maultiples extracciones de acidos fenolicos y compuestos polares,
permitiendo una mayor concentracion de los principios activos en comparacion con el agua. Sin
embargo, el uso de disolventes orgdnicos, como el etanol, puede comprometer la pureza de los
extractos y generar dificultades al identificar los compuestos mediante andlisis cualitativos,

como la cromatografia.

Ademés, podria ser necesario eliminar el disolvente mediante el uso de un rotavapor, y el
control de la temperatura debe ser meticuloso, ya que una temperatura inadecuada podria inducir
la degradacion térmica del proceso. Por lo tanto, la eleccion del agua como disolvente de
extraccion es ideal cuando el objetivo es la identificacion y caracterizacion del acido shikimico
en su forma mas pura. Asimismo, permite la liofilizacién del extracto sin necesidad de pasos
adicionales para eliminar disolventes organicos, lo que conserva la estructura y estabilidad del

analito de interés para su posterior analisis.

3.8.3 Equipos y condiciones

e Extractor Soxhlet capacidad 500 mL

e Plantilla de calefaccion

Para este proceso de extraccion se recomienda utilizar un extractor Soxhlet con capacidad de
500 mL, el cual debe calentarse hasta alcanzar una temperatura aproximada de 150 °C. Es
importante mantener una hielera con suficiente agua y hielo, los cuales deben agregarse de
manera constante. A esta temperatura, se puede lograr una extraccion continua mediante

evaporacion y condensacion en el equipo Soxhlet. Este ciclo permite que el disolvente caliente
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percole de manera repetida sobre el material vegetal. No se recomienda utilizar temperaturas
inferiores a 100 °C, ya que podrian reducir la eficiencia de la extracciéon ni temperaturas
superiores a 150 °C, pues podrian generar una degradacion térmica de los compuestos activos

del extracto.

El uso de hielo en el condensador del extractor Soxhlet es crucial para enfriar y condensar
los vapores del disolvente generados durante la extracciéon. Cuando el disolvente se calienta y
alcanza el punto de ebullicién (en este caso, 100 °C, ya que es agua), sus vapores ascienden
hasta el condensador, donde el enfriamiento producido por el hielo provoca la condensacion del
disolvente en estado liquido. Este liquido retorna al cartucho que contiene la muestra vegetal,

permitiendo que el proceso de extraccion continiie de manera ciclica.

3.9 Descripcion de la identificacion y cuantificacion de acido shikimico

Para la identificacion del acido shikimico en el extracto obtenido, se empled un enfoque
basado en espectrofotometria ultravioleta-visible. Inicialmente, se utilizé un extracto patréon de
acido shikimico con una pureza del 98 %, con una concentracion del 3.5 % en una mezcla de
66 % de agua 'y 33 % de butifenona, proveniente de un proveedor: Xian Xuhuang Bio-Tech Co.,
LTD de China. La butifenona se utiliza en la formulacion del extracto debido a su capacidad

estabilizadora y su funcidon como cosolvente, similar al propilenglicol.

Este cosolvente mejora la solubilidad del acido shikimico y minimiza su degradacion en
solucion. Ademads, facilita la extraccion y disolucion de metabolitos en los analisis
espectrofotométricos, optimizando la deteccion del pico caracteristico del 4cido shikimico en el

espectro ultravioleta-visible.

Para comenzar, se prepard una soluciéon madre. Se pesaron 0,12 g del extracto patron y se
disolvieron en un balon aforado de 50 mL, que luego se aforé con metanol. Esta solucion madre
se utilizd para la preparacion de diluciones especificas, con el objetivo de obtener un rango de
concentraciones y una curva de calibracion que permitiera una evaluacion precisa del extracto.
Seguidamente, se tomaron alicuotas de 0,7 mL, 0,8 mL, 0,9 mL, 1,0 mLy 1,1 mL de la soluciéon

madre con una pipeta graduada. Estas alicuotas se transfirieron a balones aforados de 50 mL y
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se aforaron con metanol, un disolvente polar adecuado para mejorar la estabilidad y la absorcion

del compuesto en el andlisis en el espectro ultravioleta-visible.

Posteriormente, las soluciones fueron rotuladas como M1, M2, M3, M4 y MS5,
correspondientes a las alicuotas mencionadas anteriormente. Estas soluciones fueron sometidas
a analisis en espectrofotometria UV-Visible. Se espera que el acido shikimico presente un pico

de absorcion entre 210 y 220 nm, confirmando asi la presencia de este analito de interés.

El procedimiento permite obtener una curva de calibracion basada en la relacion entre la
concentracion de acido shikimico y la absorbancia registrada, proporcionando un modelo
cuantitativo para futuras mediciones. La linealidad de este método se evalia mediante el
coeficiente de correlacion (R?), que garantiza que las mediciones cumplan con los criterios de
precision y exactitud requeridos para la identificacion de compuestos en muestras naturales,

como el anis estrella.

3.9.1 Materiales utilizados

Se detallan los materiales utilizados para la cuantificacion de 4cido shikimico a continuacion:

e 0 balones aforados de 100 mL
e Mortero

e Pipeta graduada de 2 mL

e Pera o pipeteador

e Bafio ultrasénico

e Gotero

e Beaker de 50 mL

e Cubeta de Quarzo

3.9.2 Reactivos

Para el procedimiento de identificacion mediante espectrofotometria ultravioleta-visible, se
requiere el uso de reactivos que faciliten la disolucion y preparacion de las muestras. Uno de los

reactivos mas utilizados en este tipo de analisis es el metanol. Este disolvente es altamente polar
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y permite solubilizar eficientemente el acido shikimico. Ademas, tiene una baja viscosidad y
alta volatilidad, y es compatible con técnicas espectroscopicas debido a que su banda de
absorcion en el espectro infrarrojo no interfiere de manera significativa con las sefiales del acido.

Este aspecto sera comentado en el Capitulo I'V.

En algunos casos, la disolucion del extracto de anis estrella que contiene acido shikimico
puede ser dificil debido a la presencia de impurezas o compuestos secundarios que afectan su
solubilidad. Para mejorar este proceso, se puede utilizar un segundo reactivo, el acido

clorhidrico (HCI) concentrado, como reactivo auxiliar. Puede utilizarse en concentraciones

desde 1M.

El HCI es un acido fuerte que ayuda a descomponer estructuras complejas, lo que favorece
la liberacion y disolucion en el medio de analisis. Al agregar pequeias cantidades de HCI, gota
a gota, se logra una disolucion mas eficiente. También se puede recomendar el uso de un bafio
ultrasonico para mejorar la solubilidad en el medio principal, el metanol. No obstante, el uso de
HCI concentrado debe controlarse cuidadosamente, ya que podria inducir la degradacion

quimica del compuesto.

3.9.3 Equipos y condiciones

e Espectrofotometro Ultravioleta-visible

e Banfo ultrasonico

3.10 Descripcion del ensayo de capacidad antioxidante DPPH

El método de capacidad antioxidante utilizando el ensayo DPPH, que se detalla a
continuacion, es propiedad intelectual de la Universidad de Iberoamérica; por lo tanto, estd
prohibida su reproduccion sin la autorizacion correspondiente. Existen diversos métodos para
analizar la capacidad antioxidante de un compuesto de interés. Entre los métodos mas utilizados
se encuentra el ensayo DPPH, que emplea el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, un método
ampliamente utilizado debido a su estabilidad y accesibilidad para evaluar la capacidad

antioxidante de extractos vegetales, alimentos y otros compuestos.
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Figura 7. Estructura del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
Fuente: Cymitquimica.com

Este ensayo se basa en la resonancia de espin electrénico (EPR) o en la deteccion de la
disminuciéon de su absorbancia en un rango de 515-520 nm mediante espectrofotometria
ultravioleta visible. E1 DPPH es un radical nitrogenado estable que reacciona con compuestos
capaces de donar electrones o d&tomos de hidrogeno, resultando en su conversion a una forma
diamagnética mas estable. En su estado inicial, el DPPH tiene un color violeta intenso debido a
su estructura resonante y es soluble en agua, etanol y metanol. Se recomienda utilizar metanol,
ya que este solvente favorece la estabilidad del radical y mejora la reproducibilidad de las
mediciones. También, se ha reportado que la estabilidad del DPPH se optimiza cuando se utiliza
un buffer de acido acético a 0,1 M y pH 5,5, minimizando variaciones en la reactividad del

radical.

El mecanismo de accidn se basa en la capacidad del antioxidante evaluado para transferir un
electron o un radical hidrogeno al DPPH, lo que genera una reduccion y produce un cambio de
color en la solucion. La intensidad de la decoloracion estd directamente relacionada con la
concentracion de antioxidantes presentes en la muestra. El cambio en la absorbancia se
monitorea mediante espectrofotometria UV-Vis, lo que permite cuantificar la actividad

antioxidante de los compuestos a analizar, en este caso, el anis estrella y el Fucus vesiculosus.

En caso de que se desconozca si una sustancia posee o no cualidades antioxidantes, se

recomienda aplicar el método cualitativo de este ensayo en primer lugar, con el fin de observar
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un cambio cualitativo y asi proceder al andlisis cuantitativo. El método cualitativo sencillo se
centra en agregar un poco del extracto a la disolucion madre de DPPH (1 mg/mL), la cual se
prepara tomando 0,100 g del reactivo en un balon de 100,0 mL, aforar con metanol. Si el extracto
tiene un compuesto con un alto potencial antioxidante se observara un cambio de coloraciéon de
violeta a amarillo de manera inmediata. En caso de que el compuesto tenga un potencial
antioxidante mas leve se debera esperar hasta un maximo de 30 minutos para analizar los

cambios en el color. De lo contrario, el potencial antioxidante es muy leve.

Continuando con el procedimiento para el método cuantitativo, el porcentaje de inhibicion

de radicales DPPH se calcula de la siguiente manera:

% de inhibicién = (AbsB.Control — AbsSolvente) — (AbsSTD — AbsBlanco) 100
o daelnnibicion = (AbsB. Control — AbsSolvente) g

Ecuacion 1. % de Inhibicion de radicales DPPH
Donde:
AbsB.Control = absorbancia del blanco de la disolucion (Solvente + DPPH)
AbsSolvente = absorbancia del solvente que se usa sin el DPPH.
AbsSTD = absorbancia del estandar o la muestra con DPPH.

AbsBlanco = absorbancia del acido ascorbico + el solvente sin el DPPH.

Para comparar la actividad antioxidante entre diferentes compuestos o un estandar de
referencia, se utiliza el valor IC50, este representa la concentracion del antioxidante necesaria
para reducir la absorbancia del DPPH en un 50 %. Un valor de IC50 mas bajo indica una mayor

capacidad antioxidante del compuesto que se esta estudiando.

En este tipo de ensayos, el acido ascorbico es el estindar mas comun debido a su fuerte
actividad antioxidante, la cual ha sido bien documentada. Es decir, si se obtiene un IC50 de 3,2
contra un IC50 de 4,9 se decide que el compuesto del IC50 3,2 tiene una mejor capacidad

antioxidante por requerir una menor concentracion para lograr la inhibicion del 50 % del radical.
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3.10.1 Procedimiento del ensayo DPPH

Meétodo cuantitativo para la determinacion del IC50:

Paso 1. Preparacion de la disolucion madre de DPPH (Concentracion 1,0mg/mL): pesar
0,100g de reactivo de DPPH en un balén aforado de 100,0 mL, agregar 50,0 mL de metanol y

disolver, seguidamente aforar con metanol.

Paso 2. Preparacion de disolucion de trabajo DPPH (Concentracion 0,2 mg/mL): tomar una

alicuota de 10,0 mL de la disolucion madre, colocar en un balon de 50,0 mL, aforar con metanol.

Preparacion de la curva de % de inhibicion de DPPH del estindar de referencia (acido

ascorbico)

Paso 3. Preparacion de la disolucion madre de acido ascoérbico (concentracion 1000 mg/L):
pesar 0,100 g de acido ascorbico en un baldn aforado de 100,0 mL, agregar 50,0 mL de metanol

y disolver, seguidamente aforar con metanol.

Paso 4: Preparacion de disolucion de trabajo de acido ascoérbico (concentracion 25 mg/L):
tomar una alicuota de 2,50 mL de la disoluciéon madre de acido ascorbico. Colocar en un balon

de 100,0 mL, aforar con metanol.

Con la disolucion de trabajo del cido ascorbico se prepara la curva con el siguiente esquema

de trabajo.

Tabla 3. Preparacion de la curva de acido ascorbico.

Tiempo Patrén Volumen de | Volumen de | Volumen de | Concentracion
(minutos) trabajo  de | metanol DPPH (mL) | (mg/L)
acido (mL)
ascorbico
(mL)
0:00:00 1 0,20 4,80 1,00 0,837
2:00:00 2 0,40 4,60 1,00 1,673
4:00:00 3 0,60 4,40 1,00 2,510
6:00:00 4 0,80 4,20 1,00 3,347
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8:00:00 5 1,00 4,00 1,00 4,183
10:00:00 6 1,20 3,80 1,00 5,020
12:00:00 7 1,60 3,40 1,00 6,693
14:00:00 B.Control 0,00 5,00 1,00 -

- Blanco 3,00 3,00 0 -

- Metanol 0 6,00 0 -

*Se da un tiempo de 2:00 minutos entre cada adicion del reactivo DPPH y se esperan 30 minutos

para medir desde la primera adicion.

Paso 5: Preparacion de la curva de % inhibicion de DPPH de la muestra

En primer lugar, se realiza una prueba en un tubo de ensayo y se agrega 1,0 mL de extracto,

1,0 mL de metanol y 1,0 mL de la disolucion de trabajo DPPH. Si la disolucién cambia de color

inmediatamente entonces se debe diluir el extracto y realizar la misma prueba. Si la disolucion

no cambia al pasar 10 minutos se debe utilizar una disolucion més concentrada, o bien, el

extracto no posee un compuesto antioxidante.

Con la disolucion preparada del Paso 5 se trabajara el resto del ensayo. Se rotulan los tubos

de ensayo de 1 a 7 y un blanco de muestra que representa la muestra mas concentrada, ademas,

se prepara un tubo control de reactivo. Se sigue el siguiente esquema de trabajo:

Tabla 4. Esquema de trabajo, preparacion de muestras.

Tiempo Patrén Volumen de | Volumen de | Volumen de | Concentracion
(minutos) trabajo  de | metanol DPPH (mL) | (mg/L)
acido (mL)
ascorbico
(mL)
0:00:00 1 0,20 1,80 1,00 0,031
0:01:00 2 0,40 1,60 1,00 0,062
0:02:00 3 0,60 1,40 1,00 0,094
0:03:00 4 0,80 1,20 1,00 0,125
0:04:00 5 1,00 1,00 1,00 0,187
0:05:00 6 1,20 0,80 1,00 0,218
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0:06:00 7 1,40 0,60 1,00 6,693

0:07:00 B.Control 0,00 2,00 1,00 -
0:08:00 Blanco 2,00 1,00 0 -
- Metanol 0 3,00 0 -

*Se da un tiempo de 1:00 minuto luego de agregar el DPPH y se esperan 10:00 minutos para

leer en el UV desde la primera adicion.
Paso 6: Calculo para la determinacioén de IC50

Calcular el porcentaje de inhibicion de DPPH para cada concentracion de acido ascorbico
mediante el uso de la Ecuacion 1. Seguidamente, realizar una grafica donde el eje X es
concentracion y el eje Y, el porcentaje de inhibicion. Se determina la ecuacion de la recta
utilizando el método de minimos cuadrados, para determinar la concentraciéon de acido

ascorbico a un 50 % de porcentaje de inhibicion de DPPH.

5
X(mg/L) = ——

Ecuacion 2. Determinacion de concentracion de la muestra
Donde:
b = intercepto de la recta
m = pendiente de la recta
x = concentracion de la muestra (dcido ascorbico en este caso)

Paso 7: Procedimiento para la curva del extracto natural o muestra (anis estrella y/o Fucus

vesiculosus)

En primer lugar, se calcula la concentracion de los extractos a las diluciones utilizadas,
asegurandose de emplear las mismas unidades que las utilizadas para el acido ascorbico. A
continuacion, se calcula el % de inhibicion de DPPH para cada concentracion de extracto y de
acido ascorbico utilizando la ecuacion 1. Finalmente, se continian los mismos pasos de la curva
de 4cido ascorbico para la determinacion del IC50. Este IC50 debe compararse con el IC50 del
acido ascorbico para determinar cual es mas bajo, concluyendo que el extracto con el valor mas

bajo es el mas efectivo.

71



Figura 8. Prueba cualitativa de dcido ascorbico contra solucion de trabajo DPPH

3.10.2 Materiales utilizados

e Balones aforados de 100,0 mL

e Pipetas graduadas

e (Qoteros

e Marcador para rotular los balones
e Balanza analitica

e Tubos de ensayo

3.10.3 Reactivos y extractos

e Reactivo DPPH

e Acido ascorbico

e Metanol

e Extracto de anis estrella

e Extracto de Fucus vesiculosus

3.10.4 Equipos y condiciones

e Espectrofotometro ultravioleta visible



3.11 Descripcion del ensayo de capacidad antibacteriana

La capacidad de un compuesto para lograr la inhibicion del crecimiento de una bacteria se
refiere a la accién sobre procesos metabolicos esenciales del microorganismo, lo que logra
impedir su replicacion y, en algunos casos, provoca la muerte total de este, lo que se denomina
un efecto bacteriostatico o bactericida. Este efecto puede ser evaluado mediante ensayos
microbioldgicos, en los cuales se exponen diferentes concentraciones del compuesto de interés
frente a cultivos bacterianos, para observar su impacto en el crecimiento celular del

microorganismo.

Para este ensayo, se estudiara la actividad antimicrobiana del acido shikimico y del Fucus
vesiculosus, de manera individual y de manera conjunta, a diferentes concentraciones. Estos se
analizardn frente a dos bacterias modelo, Staphylococcus aureus (grampositiva) y Escherichia
coli (gramnegativa). Se trabajard de la mano con el laboratorio MicroLabs S.A. ubicado en
Guadalupe, este laboratorio proveera el equipo necesario para analizar las placas Petri en

condiciones determinadas, ademas de proporcionar los cultivos de las bacterias mencionadas.

Antes de realizar el ensayo, es necesario la preparacion de las bacterias para que estas se
encuentren en condiciones Optimas de crecimiento. Generalmente, estos cultivos bacterianos se
encuentran almacenados a -80 °C en glicerol, lo que les permite mantener su viabilidad por
periodos largos. Seguidamente, para la reactivacion del cultivo, las bacterias se inoculan en un
medio de cultivo adecuado y se incuban en condiciones ambientales de temperatura y
oxigenacion especificas hasta lograr la fase logaritmica de crecimiento, que es basicamente el
periodo donde las bacterias se dividen activamente y muestran mayor susceptibilidad a los

agentes antimicrobianos.

La fase logaritmica es una etapa importante en la curva de crecimiento bacteriano y se
caracteriza por una rapida multiplicacion celular y una actividad metabolica intensa. Durante
esta fase, las bacterias consumen nutrientes de una manera eficiente y aumentan su poblacion
de forma exponencial. Este es el punto Optimo para la realizacién de ensayos de inhibicion
bacteriana, debido a que las bacterias estan mas vulnerables a los efectos de los compuestos

inhibidores, tal como se desea probar con el 4cido shikimico y e/ Fucus vesiculosus.

El andlisis de los halos de inhibicion intentara determinar si existe sinergismo entre los

extractos en combinacion, mas alld del andlisis de manera individual, y a diferentes
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concentraciones. En caso de observarse un mayor halo de inhibicién que en los extractos
individuales se podria indicar que existe una potenciacion del efecto antimicrobiano. Por otra
parte, si la combinacion muestra un efecto similar o menor que los extractos individuales se

podria concluir que no hay sinergismo o que los compuestos podrian estar interfiriendo entre si.
3.11.1 Procedimiento

El procedimiento para el andlisis de capacidad antimicrobiana se detalla a continuacién:

Paso 1. Preparacion de los extractos en concentraciones diferentes: Para la muestra 1, pesar
0,100 g de acido shikimico en polvo, trasladarlo a un balon aforado de 100,0mL y aforar con

agua

Tabla 5. Preparacion de las concentraciones de dcido shikimico

Muestra de acido Peso del extracto (g) | Volumen de Concentracion (g/mL)
shikimico disolvente: aforar
a 100,0 mL

Al 3,00 g 100,0 mL 3,00g/100 mL

A2 2,00 g 100,0 mL 2,00g/100 mL

A3 1,500 g 100,0 mL 1,50g/100 mL

A4 1,00 g 100,0 mL 1,00g/100 mL

A5 0,50 g 100,0 mL 0,50g/100 mL

Tabla 6. Preparacion de las concentraciones de Fucus vesiculosus

Muestra de Fucus Peso del extracto (g) | Volumen de Concentracion (g/mL)
vesiculosus disolvente: aforar
a 100,0 mL
F1 3,00 g 100,0 mL 3,00g/100 mL
F2 2,00 g 100,0 mL 2,00g/100 mL
F3 1,500 g 100,0 mL 1,50g/100 mL
F4 1,00 g 100,0 mL 1,00g/100 mL
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F5 0,50 g 100,0 mL 0,50g/100 mL

Tabla 7. Preparacion de las concentraciones de acido shikimico en combinacion con Fucus

vesiculosus
Muestra de Fucus | Peso del acido Peso del Volumen de Concentracion
vesiculosus shikimico (g) Fucus disolvente: (g/mL)
Vesiculosus | aforar a 100,0
(8) mL
M1 1,50 g 1,50 g 100,0 mL 3,00g/100 mL
M2 1,000 g 1,000 g 100,0 mL 2,00g/100 mL
M3 0,750 g 0,750 g 100,0 mL 1,50g/100 mL
M4 0,50 g 0,50 g 100,0 mL 1,00g/100 mL
M5 0,25 ¢ 0,25 ¢ 100,0 mL 0,50g/100 mL

3.11.2 Materiales

e Balones de 100,0 mL

e Pipetas graduadas o aforadas (2,0 mL, 5,0 mL)

e Tubos de tapa roja o similares de 5,0 mL o 6,0 mL (VACUETTE)
e Filtro de 0.22 micras

e Hisopos estériles

e Agua destilada (como disolvente)

e Placas Petri con agar

3.11.3 Equipos y condiciones

e Balanza analitica
e Horno de incubacion para cultivos bacterianos

e Capilla de flujo laminar
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3.12 Descripcion de la fabricacion de crema hidratante

La fabricacién de una crema de uso cosmético requiere de un proceso estructurado y sencillo,
en el cual se deben mezclar adecuadamente todos los componentes para logar una emulsion
estable y homogénea. En este caso, se utilizara una formula base probada anteriormente donde
se modifican los componentes activos y se sustituyen por componentes de interés, este proceso

se detallard mas adelante, basado en la metodologia de calidad por disefio.

Para esta formulacion se utilizara aceite mineral, glicerina, extracto de Fucus vesiculosus,
extracto de anis estrella (acido shikimico), Tween 20 y copolimero de acrilatos; cada uno posee
un papel especifico para la funcionalidad de la formulacién. Uno de los principios clave en la
fabricacién de emulsiones es que los componentes de caracter oleoso deben mezclarse primero,
esto permite una mejor integracion de los aceites con los emulsionantes, antes de ser

incorporados en la fase acuosa.

El aceite mineral es un excipiente lipofilico ampliamente utilizado en cosmética debido a su
capacidad de formar una barrera protectora sobre la piel, evitando la pérdida de agua y brindando
una sensacion de suavidad, y una buena hidratacion. Por otra parte, la glicerina, un humectante
altamente eficaz, se incorpora en la fase acuosa para atraer y retener agua en la piel, mejorando
la hidratacion y la elasticidad cutdnea. El copolimero de acrilatos actia como un agente
estabilizante y espesante, brindando una textura mas densa y estructurada, ademas de mejorar

la sensacion de la crema en la piel.

El Tween 20 (Polisorbato 20) actiia como un agente emulsionante, es decir, facilita la mezcla
estable de la fase oleosa con la fase acuosa. Es un tensioactivo que ayuda a reducir la tension
superficial entre el agua y los aceites, lo que permite que la emulsion sea homogénea y estable.
El fenoxietanol se afiade como un agente preservante para inhibir el crecimiento microbiano y
prevenir la contaminacion, se agrega en concentraciones de hasta 1% para evitar el riesgo de

irritaciones.

Ademas, en caso de utilizar una fragancia, el fenoxietanol ayuda a prolongar la duracion del
aroma en la formulacion. Por ultimo, se incorpora el extracto de Fucus vesiculosus y el acido
shikimico. Principalmente, el extracto de algas marinas aportara una capacidad antioxidante y

el 4cido shikimico contribuira con su actividad antimicrobiana.
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3.12.1 Procedimiento de fabricacion de crema

El procedimiento para la elaboracion de la crema se detalla a continuacion:
Para un tamano de granel de 0,500 kg:

Paso 1. Incorporar 377,0 mL de agua purificada en un recipiente metalico, comenzar la

agitacion mecanica (preferiblemente).

Paso 2. Agregar 30,0 g de glicerina al recipiente con agua purificada, continuar con la

agitacion mecanica.

Paso 3. Introducir lentamente 45,0 g de aceite mineral y seguidamente incorporar 2,5 g de
Tween 20, como factor emulsificante para unir la fase oleosa del aceite mineral con los demas

componentes. Afiadir 0,5 g de fenoxietanol o preservante de eleccion.

Paso 4. Aumentar ligeramente la agitaciéon mecénica y lentamente verter con un chorro fino

de 15 g de copolimero de acrilatos, esto brindara un aspecto suave y le daré textura a la crema.

Paso 5. Finalmente, reducir la agitacion a una agitacion suave, agregar los extractos naturales
de Fucus vesiculosus y acido shikimico, las cantidades pueden variar de acuerdo con la

concentracion, se recomienda utilizar un rango de 2,0 a 5,0 %.
Paso 6. Opcional: introducir una fragancia o color deseado, preferiblemente con un gotero.

Paso 7. Envasar.

3.12.2 Formula cuali cuantitativa

Tabla 8. Formula cualicuantitativa para crema humectante

Excipiente/ingrediente Cantidad tedrica en base a Porcentaje en base a
0,500 kg de manufactura 100 %

Aceite mineral 450¢g 9%

Fenoxietanol 0,5¢g 0,1 %

Tween 20 (Polisorbato 20) 25¢g 0,50 %

Copolimero de acrilatos I5¢g 3%
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Glicerina 300 g 6 %
Extracto de Fucus vesiculosus 15¢ 3%
Extracto de acido shikimico 15¢ 3%
Agua purificada 377 mL 75,40 %

3.12.3 Materiales utilizados

e Recipiente metalico con capacidad igual o superior a S00mL
e Beakers de 50mL

e (Qoteros

e Aceite mineral

e Fenoxietanol

e Tween 20 (Polisorbato 20)

e Copolimero de acrilatos

e Glicerina

e Extracto de Fucus vesiculosus
e Extracto de 4cido shikimico

e Agua purificada

e FEnvases de la cantidad deseada

3.12.3 Equipos y condiciones

e Agitador mecénico

e Balanza analitica

3.13 Descripcion de la fabricacion de parches de biopolimeros

La fabricacién de los parches de biopolimeros para el contorno de ojos se basa en la
formacion de “films” o peliculas solubles en agua, los cuales actian como vehiculos para la
liberacion controlada de activos cosméticos. Para este caso, los parches deben ser elaborados
con una matriz biopolimérica basada en pectina y otros agentes formadores de pelicula como la
carragenina. Esto permite que el parche se pueda adherir comodamente a la piel y libere los

diferentes extractos en la formulacion, tales como el Fucus vesiculosus y de acido shikimico.
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Los “films” o peliculas deben cumplir con propiedades especificas como flexibilidad,
resistencia mecanica y la capacidad de absorber agua para lograr asegurar su funcionalidad en
aplicaciones cosméticas. El proceso de fabricacion comienza con la hidratacion de la
carragenina en agua purificada. Esto es un paso importante para asegurar la dispersion

homogénea del biopolimero.

La carragenina es un polisacarido sulfatado extraido de las algas rojas de la familia
Rhodophyceae y es ampliamente utilizado en la industria cosmética, alimentaria y farmaceftica,
debido a sus propiedades gelificantes, espesantes y estabilizantes (CP Kelco, 2022). La
estructura quimica de la carragenina permite formar geles en presencia de agua y, por ende,
puede formar texturas como geles de diferente firmeza y elasticidad, ideales para la fabricacion

de parches de contorno de ojos.

En caso de que se requiera un tono opaco en los geles, se recomienda el uso de didxido de
titanio en una cantidad del 1,5 % de la formulacion. Este proporcionara un aspecto mas uniforme
y evitaré que el parche sea demasiado translicido; ademas, tiene propiedades reflectantes de luz,

lo que podria ayudar a proteger la piel de la radiacion ultravioleta.

La glicerina proporciona una cualidad humectante e hidratante evitando que los parches se
resequen y se puedan romper con facilidad; ademads, retiene agua en la piel y contribuye a la
flexibilidad del parche. También, mejora la sensacion del producto en la piel, lo que genera que

no se sienta pegajoso o demasiado rigido.

Se recomienda utilizar un preservante que puede variar dependiendo de la disponibilidad de
conservantes en el mercado y el costo de estos. Es posible utilizar una mezcla de 0,5 % de
alcohol bencilico y 0,5 % de etilhexilglicerina (Euxyl K900), que funcionan como un
conservante de amplio espectro, evitando la proliferacion de bacterias y hongos en la
formulacion. También es posible utilizar fenoxietanol, que es bien tolerado en la piel y cuenta

con una alta eficacia contra bacterias grampositivas y gramnegativas.

La formacion de los parches debe estar en contacto con una formulacion de tipo sérum para
poder mantenerse hidratada y actuar como un vehiculo que transmita los beneficios de los

compuestos activos de dicha formulacion. Para la formula del sérum se recomiendan excipientes
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como la niacinamida (vitamina B3), que es conocida por sus efectos despigmentantes,

antiinflamatorios, que ayudan a reducir la inflamacién debajo del ojo.

El pantenol (vitamina BS5) es un agente hidratante y calmante, que contiene propiedades
regeneradoras, también proporciona una mejora en la elasticidad de la piel y reduce la irritacion.
Finalmente, se utiliza un agente espesante y estabilizante como el Sepimax Zen™, el copolimero
de acrilatos o la goma xantana, que mejoran la viscosidad del sérum y, por ende, aportan una

textura ligera evitando que el sérum sea demasiado liquido.

3.13.1 Procedimiento de fabricacion de parches de biopolimeros
Para una cantidad de 0,100 kg:
Paso 1. Agregar 92,5 g de agua destilada o purificada en un recipiente metalico o beaker con

capacidad no inferior a 250 mL, calentar en una plantilla de calefaccion hasta una temperatura

de 90 °C.

Paso 2. Agregar 1,5 g de carragenina en polvo, mezclar por 5:00 minutos hasta disolver.
Opcional: en caso de querer que el parche tenga una apariencia opaca, agregar 1,5 g de dioxido

de titanio.

Paso 3. En un beaker pequetio, agregar 5,0 g de glicerinay 1,0 g de Euxyl K900 o conservante

de eleccion.

Paso 4. Agregar la mezcla del Paso 3 a la mezcla del Paso 2, mezclar hasta obtener una mezcla

homogénea.
Paso 5. Agregar color (opcional).
Paso 6. Dejar enfriar un poco la temperatura y verter en los moldes de los parches.

Nota: en caso de no tener moldes en forma de los parches, o bien, se desee optar por una
forma distinta, se puede verter el liquido en una superficie plana, idealmente encima de un papel
encerado. Se debe utilizar una barra con un espesor recomendado de 2,5 mm, 2,0 mm o 1,8 mm

para realizar un parche delgado. Estas barras pueden ser hechas a través de impresoras 3D.
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Figura 9. Barras con grosores de 2,5 mm, 2,0 mm, 1,8 mm

Figura 10. Vista interna de una barra de 2,5 mm

Figura 11. Moldes con parches para contorno de ojos
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Figura 12. Moldes 3D de parches para contorno de ojos

Figura 13. Preparacion del sérum

Paso 7. Preparacion del sérum (féormula en base a 100 g): agregar en un beaker de 250 mL,
5,0 g de glicerina, 1,0 g de Euxyl K900 o conservante de eleccidn, incorporar una pastilla

magnética de agitacion.
Paso 8. Agregar 83,5 g de agua destilada, continuar con la agitacion.

Paso 9. Agregar 2,0 g de pantenol (vitamina BS5), 2,0 g de niacinamida, 2,5 g de Fucus

vesiculosus y 2,5 g de acido shikimico.

Paso 10. Retirar la pastilla magnética, agregar 0,5 g de Sepimax Zen™ o espesante de

eleccion, se puede utilizar copolimero de acrilato o goma xantana.
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Paso 11. Cubrir el envase con plastico y dejar en reposo por un minimo de 8 horas para lograr

una maxima hidratacion.

Paso 12. Opcional: luego de las 8 horas de reposo, agregar 0,5 g de vitamina C, vitamina E

0 ambas.

Paso 13. Hidratar los parches con el sérum en un envase de tipo pote.

3.13.2 Formula cualicuantitativa

Tabla 9. Formula cualicuantitativa para fabricacion de parches de biopolimero

Excipiente/ingrediente

Cantidad teodrica en base a

0,100 g de manufactura

Porcentaje en base a

100 %

Carragenina 10g 1,0 %
Extracto de Fucus vesiculosus | 1,0 g 1,0 %
Glicerina 50¢g 5%
Conservante 10g 1 %
Agua destilada o purificada 92,0 mL 92 %

Tabla 10. Formula cualicuantitativa para el sérum de hidratacion de los parches

Excipiente/ingrediente

Cantidad teodrica en base a

0,100 g de manufactura

Porcentaje en base a

100 %

Glicerina 50g 5%
Conservante 1,0g 1%
Agua destilada o purificada 83,5 mL 83,5 %
Niacinamida 25¢g 2,5%
Pantenol 25¢g 2,5%
Extracto de Fucus vesiculosus 25¢g 2,5%
Extracto de acido shikimico 25¢g 2,5%
0,5g de agente espesante 0,5¢g 0,5 %
Vitamina C o E (opcional) 0,5¢g 0,5 %
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3.13.3 Materiales utilizados

o 2 beakers de 250,0 mL

e Pastilla de agitacion

e Balanza analitica

e (arragenina en polvo

e Glicerina

e Agente conservante (Euxyl K900, fenoxietanol u otro)
e Niacinamida

e Pantenol

e Extracto de Fucus vesiculosus

e Extracto de acido shikimico

e Agente espesante

e Vitamina C o E (opcional)

e Moldes

e Barras de 2,5 mm, 2,0 mm o 1,8 mm (opcional)

e Agua destilada o purificada

3.13.4 Equipos y condiciones

Se recomienda el uso de una plantilla de calefaccion y un termometro para mantener la
temperatura de la fase inicial de manufactura a 90 °C. Ademads, se recomienda almacenar el
sérum durante un minimo de 8 horas en un lugar fresco y seco, protegido de la luz y a una
temperatura inferior a 30 °C. No se recomienda almacenar los parches en un refrigerador, ya

que podrian comprometerse sus caracteristicas organolépticas.
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Figura 14. Ejemplo de sérum por almacenar 8 horas
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS
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4.1 Extraccion y cuantificacion del anis estrella en laboratorio

La extraccion del anis estrella se llevo a cabo en el Laboratorio 102 del edificio de la
Universidad de Iberoamérica. Inicialmente, se adquiri6 anis estrellado de diferentes proveedores
en el Barrio Chino de San José, Costa Rica. Esto fue con el fin de aumentar las probabilidades
de una extraccion correcta. En total, se realizaron 4 extracciones distintas en el periodo de 2 dias

completos de trabajo.

iz

v

\
)

\/V 2%
At
' ,‘j\ Y
B\

Figura 15. Anis estrella (/llicium verum)

Resumidamente, el procedimiento de extraccion del anis estrellado consistié en triturar el
anis estrella seco y pesar 30,0 g para su posterior preparacion en el cartucho de tela. A
continuacion, se preparo el dispositivo Soxhlet utilizando agua como disolvente; se realizaron

las extracciones durante periodos de 4 a 5 horas aproximadamente.

Se observo de manera cualitativa, mediante las diferentes extracciones con distintos anis
estrellado, que las extracciones producian diferentes colores, desde un marrdon oscuro hasta
tonos mas claros. Estos resultados pueden deberse a diversos factores, como variaciones en la
madurez del fruto y condiciones ambientales como la época de recoleccion, temperatura,

humedad, elevacidn, sitio, entre otros.
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Figura 17. Extraccion con color marron claro
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Figura 18. Resultado de extraccion con color marron oscuro

Figura 19. Resultado de extraccion con color marron claro
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Seguidamente, se procedi6 a tomar el volumen del extracto para comenzar el proceso de

liofilizacion en el laboratorio. Al cabo de 5 dias se obtuvo el extracto liofilizado.

Figura 20. Extracto liofilizado de anis estrella
Determinacion cualitativa y cuantitativa de acido shikimico patrén:

Posteriormente, se realizaron los respectivos analisis de identificacion por espectrofotometria
ultravioleta-visible y espectrofotometria infrarroja. Para ello, se adquiri6 acido shikimico al 98 %
del proveedor Xian Xuhuang Bio-Tech Co., LTD de China, con el objetivo de realizar los
mismos procedimientos de identificacion y cuantificacion y asi hacer un comparativo con el
extracto obtenido en el laboratorio, utilizandolo como patrén. Con base en esto, se determinaron
las posibles diferencias en cuanto a concentracion, analisis de los grupos funcionales

identificados en el espectro infrarrojo y otras cualidades.

96



Figura 21. Acido shikimico importado de China (patrén)

Para la cuantificacion del acido shikimico importado de China, se pesaron 0,12 g del patron
y se prepar6 una disolucion madre en un balon aforado de 50,0 mL con metanol. Luego, se tomd

una alicuota de 0,9 mL, la cual se traslad6 a un balon aforado de 50,0 mL y se afor6 con metanol.

Se realizé un "Scan" para determinar la longitud de onda y asi poder trabajar con base en esta
longitud de onda, obteniendo posteriormente la absorbancia de las demds muestras y generando

una curva de calibracion para determinar la concentracion.

. ., 0,1209g de acido shikimico
Concentracion disolucién madre = = 0,002418g/mL
50mL metanol

Ecuacion 2. Formula para determinar la concentracion de la disolucion madre

Seguidamente, se analizaron las muestras de las alicuotas que se trasladaron y aforaron con
metanol en balones de 100,0 mL, utilizando la longitud de onda 262 nm. Los resultados fueron

los siguientes:
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Célculo de la concentracion de la muestra de acido shikimico (patron)

Concentraciéon de muestra = Concentracion madre x

Concentracion de muestra M1 = 0,002418g/mL x

Alicuota (mL)

Volumen de balén (mlL)

0,7mL

100mL

Concentracion de muestra M1 = 0,0000169g/mL

Ecuacion 3. Formula para determinar la concentracion de las muestras para medicion

UV-Vis

Tabla 11. Cuantificacion de dcido shikimico en espectrofotometro ultravioleta visible (nm 262)

Muestra de patron Alicuota (mL) Absorbancia Concentracion de la
(P) muestra (g/mL)

P1 0,7 0,381 0,000016926

P2 0,8 0,402 0,000019344

P3 0,9 0,446 0,000021762

P4 1 0,48 0,00002418

P5 1,1 0,5103 0,000026598

P6 1,2 0,5511 0,000029016

Fuente: Elaboracion propia.
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Grifico 1. Curva de calibracion de Acido Shikimico (patron)

Curva de calibracion de Acido Shikimico (Patron)

y = 14255x + 0,1344
R2=0,9941

Absorbancia
=
(0'8)

0 0,000005 0,00001 0,000015 0,00002 0,000025 0,00003 0,000035
Concentracion (g/mL)

Fuente: Elaboracion propia.

Seguidamente, se realiz6 el analisis comparativo con el extracto de anis estrella obtenido en
el laboratorio. Para este extracto, se tritur6 y se mantuvo en el horno a una temperatura de 40 °C
para reducir por completo los niveles de agua en la muestra. Debido a que el extracto de anis
estrella es altamente higroscopico, absorbe rapidamente la humedad del ambiente, por lo que se

debe preparar la muestra rapidamente para evitar problemas con su disolucion posterior.

Es importante comprender que el extracto de anis estrella no es precisamente acido shikimico
al 98 %, como si lo garantiza el extracto patron importado de China. Esto se debe a que la
extraccion realizada en el laboratorio de la universidad obtiene el extracto de anis estrella, que
contiene 4cido shikimico junto con otros metabolitos que pueden estar mezclados en este
extracto. Por lo tanto, el posible aislamiento del dcido shikimico podria requerir un método mas

especifico de extraccion y separacion para eliminar otros metabolitos que no son de interés.

Primeramente, para la preparacion de una disolucién madre equivalente se pesaron 0,030 g
de extracto de anis estrella liofilizado y se trasladaron a un balén de 50,0 mL, aforados con

metanol. Seguidamente, se tomo una alicuota de 0,9 mL y se trasladé dicha alicuota a un balon
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de 100,0 mL y se afor6 con metanol, a esta Gltima disolucion se le realiza la lectura en el

espectrofotometro UV-Vis.

De igual manera, se realizé un "Scan" para determinar la longitud de onda y asi poder trabajar
con base en esta longitud de onda, obteniendo posteriormente la absorbancia de las demas
muestras y generando una curva de calibracion para determinar la concentracion. Para el analisis
de la concentracion de estas muestras, se sigui6 el mismo procedimiento que para el patron. Este

analisis se realiz6 para verificar si la longitud de onda era similar entre un extracto y otro.

Se observo que el extracto de anis estrella fue complicado de disolver debido a su caracter
higroscopico. Por lo tanto, la disolucion madre con metanol requirié el uso de un bafio
ultrasonico durante un tiempo prolongado, aproximadamente 1 hora y 30 minutos. A pesar de
ello, el extracto no se disolvid completamente, por lo que se optd por realizar una segunda
disolucion madre agregando acido clorhidrico 12 M (HCI 12 M). Esta disolucion presentd un

comportamiento muy similar en términos de disolucion a la que no contenia HCI.

| .

Figura 22. Disoluciones madre de anis estrella (lado izquierdo contuvo 5 gotas de HCI,

lado derecho no contuvo HCI)

Se determind, mediante observacion, que la disolucion sin HCl presentdé un mejor

comportamiento de disolucion, ya que el balon que contenia HCl atin presentaba particulas
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visibles del extracto de anis. Por lo tanto, se decidi6 utilizar inicamente la disolucién madre que
contenia metanol y extracto de anis estrella. Posterior al "Scan" para obtener la longitud de onda,
se obtuvo una longitud de onda de 242 nm, diferente a la longitud de onda del extracto patrén
importado. Esto podria deberse a diversas razones, como la pureza del extracto, los metabolitos

presentes en la muestra, contaminacion u otros factores.

Calculo de la concentracion de la muestra de la disolucidn madre de extracto de anis estrella

en laboratorio:

Concentracion disolucion madre extracto de laboratorio

B 0,0301g de anis estrella

50mL metanol = 0,000602g/mL

Ecuacion 4. Formula para determinar la concentracion de la disolucion madre de extracto

de anis estrella en laboratorio

Calculo de 1a concentracion de la muestra de extracto de anis estrella obtenido en laboratorio:

Alicuota (mL)
Volumen de balon (mlL)

Concentracion de muestra = Concentracién madre x

0,7mL
100mL

Concentracion de muestra M1 = 0,000602g/mL x

Concentracion de muestra M1 = 0,000004214g/mL

Ecuacion 5. Formula para determinar la concentracion de las muestras para medicion

UV-Vis
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Tabla 12. Cuantificacion de posible acido shikimico en espectrofotometro ultravioleta visible

(nm 242)

Muestra de Alicuota (mL) Absorbancia Concentracion de la
laboratorio (M) muestra (g/mL)

M1 0,7 0,535 0,000004214

M2 0,8 0,5649 0,000004816

M3 0,9 0,5891 0,000005418

M4 1 0,6001 0,00000602

M5 1,1 0,6503 0,000006622

M6 1,2 0,6803 0,000007224

Fuente: Elaboracion propia.

Grafico 2. Curva de calibracion de anis estrella obtenido en laboratorio

Curva de calibracion de extracto de anis estrella
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Para comparar correctamente las concentraciones de ambos extractos, se debe tener en cuenta
que las disoluciones madre fueron realizadas utilizando valores diferentes. Para la disolucion
madre patron, se pesaron 0,1209 g de acido shikimico, mientras que para la disolucion madre
del extracto de laboratorio se pesaron 0,0301 g de extracto de anis estrella. Por lo tanto, se
pesaron exactamente 4,0166 veces mas acido shikimico en relacion con el extracto de anis

estrella liofilizado obtenido en el laboratorio.

Es decir, seria conveniente calcular las concentraciones obtenidas del anis estrella de acuerdo
con el factor 4,0166. En consecuencia, el procedimiento para calcular la concentracion de acido
shikimico y de anis estrella en cada muestra se realiza de la siguiente forma, utilizando la

ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracidon de cada extracto:

Célculo de la concentracion en g/mL, interpolando la absorbancia de muestra reportadas en

la Tabla 11 y 12:
Ecuacion de la recta de la curva de calibracion del acido shikimico (patron):
y = 14255x + 0,1344
Para P1 - y = 14255x + 0,1344
Para P1 - 0,3816 = 14255x + 0,1344
Para P1 - x =0,0000173 g/mL
Ecuacion 6. Formula para determinar la concentracion de dcido shikimico (patron)

Ecuacién de la recta de la curva de calibracidn de extracto de anis estrella obtenido en

laboratorio, interpolando la absorbancia:
y = 19079x — 0,0278
Para M1 - y = 19079x — 0,0278
Para M1 - 0,055 = 19079x — 0,0278
Para M1 - x = 0,0000044 g/mL
Ecuacion 7. Formula para determinar la concentracion de extracto de anis estrella

obtenido en laboratorio
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Ecuacion para ajustar el peso correspondiente del extracto de anis estrella obtenido en

laboratorio en comparacion con el extracto patron:

ParaM1—x=0, 0000044%x 4,0166

Para M1 - x = 0,0000174g/mL

Ecuacion 8. Formula para determinar la concentracion de extracto de anis estrella

obtenido en laboratorio ajustado al factor de 4,0166 para el ajuste de peso correspondiente

Tabla 13. Tabla comparativa de las concentraciones de acido shikimico (patron) contra

extracto de anis estrellado obtenido en laboratorio

Muestra de 4cido Concentracion Muestra de extracto | Concentracion
shikimico (patron) (g/mL) de anis estrella (g/mL)
(laboratorio)

P1 0,0000173 M1 0,0000174

P2 0,0000188 M2 0,0000191

P3 0,0000218 M3 0,0000216

P4 0,0000242 M4 0,0000240

P5 0,0000264 M5 0,0000258

P6 0,0000292 M6 0,0000298

Por lo tanto, se podria concluir que, desde el punto de vista cuantitativo, ambos extractos
presentan una concentracion muy similar, basandose en las concentraciones iniciales de peso y
sus diluciones correspondientes. Se debe tener en cuenta que la curva de calibracion del extracto
de anis estrella obtenido en el laboratorio no fue una regresion lineal perfecta, por lo que se
sugiere que pueden haber existido errores durante el proceso de elaboracion de las muestras y
la toma de las alicuotas. A pesar de esto, se observa un comportamiento muy similar entre ambos

extractos, lo que sugiere que puede existir una alta similitud cuantitativa entre ambos.
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4.2 Analisis de espectrofotometria infrarroja

Mediante andlisis en el espectrofotometro infrarrojo de la Universidad de Iberoamérica se

determinaron los siguientes resultados para los siguientes compuestos:

e Acido shikimico (patrén) importado de China
e  Extracto de anis estrella liofilizado obtenido en laboratorio

e  Extracto de Fucus vesiculosus importado de China

El objetivo de analizar estos compuestos, mediante el equipo infrarrojo, consistié en
determinar la similud entre grupos funcionales en comparacion con los resultados de

espectrofotometria infrarroja que aparecen en el Spectral DataBase.
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Basado en la molécula del acido shikimico, esta cuenta con varios grupos hidroxilos (-OH)
que, de acuerdo con la carta de correlacion (Anexo 1), presentan un pico en el rango de 3400-
3300 cm™, el cual es visible en los tres espectros de las figuras 22, 23 y 24. Ademas, el acido
shikimico presenta un grupo carboxilico (-COOH) entre 3400 y 2400 cm™, los cuales también

se observan en todos los espectros IR realizados en el laboratorio de la universidad.

Asimismo, el grupo carbonilo del acido carboxilico es visible aproximadamente entre 1700
y 1675 cm™, especificamente en 1672 cm™ para el 4cido shikimico patrén, en 1652 cm™ para
el extracto de anis estrella extraido en el laboratorio, y en 1682 cm™ para el analisis de IR del
acido shikimico obtenido del Spectral DataBase. Por lo tanto, es posible concluir que existe una
alta semejanza entre los analisis realizados al patron de 4cido shikimico importado de China, el
extracto obtenido en el laboratorio y su comparacion con el 4cido shikimico obtenido del

Spectral DataBase.

Seguidamente, se realizd6 un analisis para el extracto de Fucus vesiculosus, también
importado desde China, con el objetivo de verificar sus grupos funcionales y realizar la

correspondiente comparacion con un analisis IR del Spectral DataBase.
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Figura 27. Analisis de IR de Fucus vesiculosus. Fuente: Naggar, 2021.
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Figura 28. Estructura del Fucus vesiculosus. Fuente: Barbosa, 2019.

Es posible determinar en los analisis de IR caracteristicas similares entre ambos espectros.
En primer lugar, se observa un grupo hidroxilo (-OH) en el rango de 3400-3300 cm™,
especificamente en 3450 cm™! para el andlisis del estudio publicado por Barbosa (2019) y, en el
caso del analisis IR realizado en el laboratorio de Unibe, se observa este grupo hidroxilo en

3425 cm™ aproximadamente.

En cuanto a los grupos sulfuros (R-S-R), tales como los grupos HOs:SO y OSOsH, estos
presentan muy poca informacion util, de acuerdo con la carta de correlacion presentada en el

Anexo 1. Los grupos éteres presentan bandas de estiramiento prominentes en el rango de 1300-
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1000 cm™, como se puede observar en ambos espectros. Por lo tanto, es posible determinar una

alta similitud entre ambos espectros IR.

4.3 Analisis de capacidad antioxidante de los compuestos

Para la determinacion de la capacidad antioxidante de los compuestos se llevd a cabo el
ensayo de capacidad antioxidante bajo el reactivo DPPH, el cual se detalla en la seccion 3.10.1
del presente estudio. En primer lugar, se presenta un flujograma de trabajo para facilitar la

comprension del ensayo elaborado:

1. Preparacion de 2. Preparacion de
disolucion madre de DPPH disolucion de trabajo
(Concentracion 0,1g/mL) DPPH (0,2g/mL)
Pesar 0,100g de reactivo de Tomar una alicuota de
DPPH. (Pesar en balanza 10,0mL de la disolucion
analitica) madre.
Transferir 0,100g a un Transferir la alicuota de
balon aforado de 100,0mL. 10,0mL a un balén de

50,0mL. Aforar con
Aforar con metanol.

metanol.
Disolucién madre DPPH Disolucién de trabajo
lista. DPPH lista.

Figura 29. Flujograma de trabajo para la preparacion de la disolucion de trabajo DPPH
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1. Preparacion de
disolucion madre de acido
ascorbico (Concentracion

0,1g/mL).

4

2. Preparacion de
disolucion de trabajo acido

ascorbico (0,025g/mL).

Pesar 0,100g de reactivo de
acido ascorbico. (Pesar en

balanza analitica)

.

4

Tomar una alicuota de
2,50mL de la disolucion

madre.

Transferir 0,100g a un
balon aforado de 100,0mL.

Aforar con metanol.

4

4

Transferir la alicuota de
2,50mL a un balén de
100,0mL. Aforar con

metanol.

Disolucion madre de acido

ascorbico lista.

.

Disolucioén de trabajo de

acido ascorbico lista.

Figura 30. Flujograma de trabajo para la preparacion de la disolucion de trabajo de

acido ascorbico

Con base en las disoluciones de trabajo, se preparan los tubos de ensayo, que seran aquellos
por analizar en el espectroscopio ultravioleta visible. Antes de continuar, se debe determinar la
longitud de onda posible mediante un “Scan’; se prepara el tubo de ensayo correspondiente a la

muestra namero 4. Se prepara de la siguiente manera:
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Preparacion del Scan para
determinar la longitud de

onda (nm).

Esperar 30:00 minutos a
partir del momento que se
afladio 1,00mL de la
disolucion de trabajo DPPH.

.

Tomar una alicuota de

0,80mL de la disolucion de

trabajo de acido ascorbico.

.

Ajustar el equipo
espectrofotometro UV-Vis,

en el programa SCAN.

Transferir la alicuota a un
tubo de ensayo. Afiadir

4,20mL de metanol.

L

4

Realizar la lectura para
determinar la longitud de

onda (nm).

Anadir 1,00mL de la
disolucion de trabajo

DPPH.

4

La longitud de onda puede
oscilar entre 500-525nm

aproximadamente.

Figura 31. Flujograma de trabajo para la determinacion de la longitud de onda para la

determinacion de la curva de calibracion de dcido ascorbico

En este paso especifico, se obtuvo una longitud de onda de 503 nm, la cual se utiliz6 para los
analisis posteriores. Seguidamente, una vez determinada la longitud de onda a la que se

someteran las muestras, estas se prepararon de la siguiente forma:
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Tabla 14. Preparacion de las muestras para la curva de calibracion de dcido ascorbico

Patron (STD) | Acido Metanol Disoluciéon Minuto en el | Tiempo
ascorbico (MeOH) madre DPPH | cual afadir maximo
(mL) (Solvente) (mL) DPPH (min) | (min)

(mL)

1 0,2 4,8 1 0 30

2 0,4 4,6 1 2 32

3 0,6 4,4 1 4 34

4 0,8 4,2 1 6 36

5 1 4 1 8 38

6 1,2 3,8 1 10 40

7 1,6 3,4 1 12 42

Blanco 0 5 1 14 44

control

(B.Control)

Blanco (B) 3 3 0 0 0

Metanol 0 6 0 0 0

(MeOH)

(Solvente)

Fuente: Elaboracion propia.

En caso de obtener absorbancias negativas, especificamente para los valores de Blanco

control, Blanco y el Solvente, es preferible considerar estos valores como 0.

Tras los primeros 30 minutos, se realiza la primera lectura del Patron 1, se esperan 2 minutos

y se continua con la lectura del Patrén 2, y asi sucesivamente. Posteriormente, se anotan las

absorbancias, las cuales se utilizaran para el calculo del porcentaje de inhibicion, con el fin de

graficarlo contra la concentracion de 4cido ascorbico en cada tubo.
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Se muestra el procedimiento para el calculo de la concentracion del tubo de ensayo a

continuacion:

Tabla 15. Datos para el calculo de la concentracion de acido ascorbico de los tubos de ensayo

Masa de acido ascorbico inicial 0,106 g
Volumen del balén de la disolucion madre 100 mL
Alicuota tomada de la disolucion madre 2,5mL
Volumen del balén de la disolucion de 100 mL

trabajo.

Concentracion de la disolucion madre 0,00106 g/mL
Concentracion de la disolucion de trabajo 0,0000265 g/mL
Volumen del tubo de ensayo 6,00mL
Concentracion del Patron 1 0,883 mg/L

Concentracion del tubo de ensayo

Concentracion disolucién de trabajo

= Vol de la alicuota de acid Orbi L
olumen de la alicuota de acido ascoérbico mL x ( Volumen total del tubo de ensayo
0,0000265g/ mL

P P1 2mlL
ara - 0,2mL x 6.00mL

P1 =0,000000883g/mL

Ecuacion 9. Formula para determinar la concentracion de acido ascorbico de los tubos de

ensayo en el método DPPH

% de inhibicion = (AbsB. Control — AbsSolvente) — (AbsSTD — AbsBlanco) 100
0 ae inhipicion = (AbsB. Control — AbsSolvente) g

((0,3528 — 0) — (0,2115 — 0))

% de inhibicion P1 = (0,3528 — 0)

x100

% de inhibiciéon P1 = 40%

Ecuacion 10. Formula para determinar el porcentaje de inhibicion de las muestras
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Tabla 16. Cuantificacion de las absorbancias, porcentaje de inhibicion y concentracion de los

tubos de ensayo

Patron Concentracion | Concentracion | Absorbancia Porcentaje de
del tubo de del tubo de inhibicién
ensayo (g/mL) | ensayo

(mg/L)

1 0,000000883 0,883 0,2115 40,05%

2 0,00000176 1,76 0,162 54,08%

3 0,00000265 2,65 0,131 62,87%

4 0,00000353 3,53 0,099 71,94%

5 0,00000442 4,42 0,074 79,02%

6 0,0000053 53 0,047 86,68%

7 0,00000707 7,07 -0,0061 101,73%

Blanco control 0 0,3528 -

(Be)

Blanco (B) 3mL 0 -

Metanol (MeOH) 0 0 -

Fuente: Elaboracion propia.

Grafico 3. Curva de calibracion de dcido ascorbico contra porcentaje de inhibicion del

radical DPPH
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Seguidamente, para analizar la capacidad antioxidante de los extractos de acido shikimico y

Fucus vesiculosus, se realiza una prueba preliminar para determinar, en primer lugar, si los

extractos poseen capacidad antioxidante. Para esto, se lleva a cabo el siguiente procedimiento,

ejemplificado en el flujograma:

Pesar 0,100g de extracto de
acido shikimico o de Fucus

vesiculosus.

.

Transferir los 0,100g a un
balén aforado de 100,0mL,

aforar con metanol.

L

Afadir 1,20mL de metanol
(MeOH) como disolvente.
Anadir 1,00mL de disolucion
de trabajo de DPPH.

Esperar 10:00 minutos para
observar un posible cambio

de coloracion.

Tomar una alicuota de
2,50mL, transferirla a un
baléon de 100,0mL, aforar

con metanol.

Cambio de coloracion (violeta a amarillo)

A

\ 4

Si

2

L

No

\ 4

Tomar una alicuota de
0,8mL y transferirla a un

tubo de ensayo.

Si el cambio de
coloracion fue
inmediato: disminuir
la concentracion de
extracto, intentar
nuevamente el mismo

procedimiento.

Si no se observo
ningin cambio de
coloracion: concentrar
la muestra o se
concluye que el
extracto no posee
capacidad

antioxidante.

Figura 32. Flujograma para determinar la posible capacidad antioxidante de un

compuesto (prueba cualitativa inicial)
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En el caso del acido shikimico, se realizd la prueba de la Figura 32 con concentraciones
iniciales de 0,100 g, seguidas de 0,250 g, 0,500 g hasta 1,00 g. Luego de transcurridos los 10
minutos por cada concentracion, no se observo ninglin cambio en la coloracion, por lo que se
decidi6 no concentrar la muestra y concluir que el acido shikimico del proveedor Xian Xuhuang
Bio-Tech Co., LTD de China no posee capacidad antioxidante especificamente en el ensayo

DPPH realizado en la universidad.

En el caso de Fucus vesiculosus, se logré observar un cambio de coloracion en la prueba
cualitativa utilizando una masa de 0,300 g, por lo que se decidi6 continuar con el ensayo DPPH

basado en esa masa inicial para la elaboracion de la disolucion de trabajo de Fucus vesiculosus.

Figura 33. Prueba cualitativa inicial para determinar capacidad antioxidante del Fucus

vesiculosus
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Una vez determinada la masa inicial para realizar la disolucion madre de Fucus vesiculosus,

se continud con el mismo procedimiento que se utilizd para el 4acido ascorbico, con ligeras

variaciones en cuanto a los volimenes de disolvente (metanol), los cuales se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 17. Datos para el calculo de la concentracion de Fucus vesiculosus de los tubos de ensayo

trabajo.

Masa de 4cido ascorbico inicial 0,303 g
Volumen del balén de la disolucion madre 100 mL
Alicuota tomada de la disolucion madre 2,5mL
Volumen del balon de la disolucion de 100 mL

Concentracion de la disolucidon madre

0,00303 g/mL

Concentracion de la disolucion de trabajo

0,0000303 g/mL

Volumen del tubo de ensayo

3,00 mL

Concentracion del Patron 1

5,05 mg/L

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 18. Preparacion de las muestras para la curva de calibracion de Fucus vesiculosus

Patron (STD) | Disolucion Metanol Disolucion Minuto en el | Tiempo
de trabajo de | (MeOH) madre DPPH | cual afiadir maximo
Fucus (Solvente) (mL) DPPH (min) | (min)
vesiculosus (mL)
(mL)
1 0,2 1,8 1 0 30
2 0,4 1,6 1 2 32
3 0,6 1,4 1 4 34
4 0,8 1,2 1 6 36
5 1 1 1 8 38
6 1,2 0,8 1 10 40
7 1,6 0,6 1 12 42
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Blanco
control

(B.Control)

14

44

Blanco (B)

Metanol
(MeOH)
(Solvente)

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 16. Cuantificacion de las absorbancias, porcentaje de inhibicion y concentracion de los

tubos de ensayo de Fucus vesiculosus

Patron Concentracion | Concentracion | Absorbancia Porcentaje de
del tubo de del tubo de inhibicion
ensayo (g/mL) | ensayo

(mg/L)

1 0,00000505 5,05 0,4217 -26,30 %

2 0,0000101 10,1 0,3572 -6,98 %

3 0,00001515 15,15 0,3103 7,06 %

4 0,0000202 20,2 0,22 34,11 %

5 0,00002525 25,25 0,183 45,19 %

6 0,0000303 30,3 0,061 81,73 %

7 0,0000404 40,4 -0,0053 101,58 %

Blanco control 0 0,3339 -

(Be)

Blanco (B) 3mL 0 -

Metanol (MeOH) 0 0 -

Fuente: Elaboracion propia.

118




Grafico 4. Curva de calibracion de Fucus vesiculosus contra porcentaje de inhibicion del

radical DPPH

Concentracién de Fucus vesiculosus (mg/L) vs
porcentaje de inhibicion del radical DPPH.
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Tabla 18. Concentraciones y porcentajes de inhibicion del dacido ascorbico contra el Fucus

vesiculosus
Patron / Muestra | Concentracion | Porcentaje de Concentracion | Porcentaje de
de 4cido inhibicion de Fucus inhibicion
ascorbico vesiculosus
(mg/L) (mg/L)
1 0,883 40,05 % 5,05 -26,30 %
2 1,76 54,08 % 10,1 -6,98 %
3 2,65 62,87 % 15,15 7,06 %
4 3,53 71,94 % 20,2 34,11 %
5 4,42 79,02 % 25,25 45,19 %
6 53 86,68 % 30,3 81,73 %
7 7,07 101,73 % 40,4 101,58 %
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Por ultimo, de manera comparativa, se debe determinar el IC50 de cada sustancia. E1 IC50

se define como la concentracién de antioxidante que causa una disminucion del 50 % en la

absorbancia de DPPH. En este caso, se comparan las sustancias de acido ascorbico con el

extracto de interés, Fucus vesiculosus. El calculo para la determinacion del IC50 (ecuacion 2

del presente estudio) de los compuestos se realiza de la siguiente manera:

Donde:

b es el intercepto de la recta

m es la pendiente de la recta

50—pb
X(mg/mL) = —

x (mg/L) es la concentracion de la muestra.

Tabla 18. Datos de IC50 para el dcido ascorbico y para el Fucus vesiculosus

Dato

Acido ascorbico

Fucus vesiculosus

Ecuacidn de la recta

y = 9,6418x + 35,631

y = 13,7834x — 45,550

Intercepto (b)

35,631

-45,550

Pendiente (m) 9,641 13,783

Muestra de calculo de 50 — 35,631 _ 50 — —45,550 .
determinacion de 1C50 9,641 13,783

IC50 1,49 6,93

Como conclusion, se puede determinar que el 4cido ascorbico es un compuesto mas efectivo

que Fucus vesiculosus en términos de capacidad antioxidante, al tener un IC50 menor. Se debe

tener en cuenta que la linealidad de los resultados presenta oportunidades de mejora.
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4.4 Determinacion de la capacidad antimicrobiana de los compuestos

Para la determinacion de la capacidad antimicrobiana del acido shikimico y de Fucus
vesiculosus, se realizd un trabajo en el laboratorio MicroLabs, ubicado en Guadalupe.
MicroLabs proporciond los insumos necesarios para los cultivos bacterianos, asi como las placas
de agar y el equipo requerido para llevar a cabo el andlisis. Las bacterias utilizadas fueron
Escherichia coli, como bacteria gramnegativa, y Staphylococcus aureus, como bacteria
grampositiva. Estas dos bacterias fueron seleccionadas debido a su prevalencia en superficies

como la piel humana.

Las bacterias fueron cultivadas durante un periodo de 72 horas antes de realizar el ensayo.
Esto permitid que las bacterias alcanzaran una fase logaritmica en su reproduccion, lo que
facilitd un crecimiento bacteriano mas eficiente y, por ende, un andlisis mas preciso de la
capacidad antimicrobiana de ambos extractos, tanto de manera individual como combinada. A

continuacion, se presenta un flujograma de trabajo para facilitar la comprension del ensayo

realizado:

Preparacion de las muestras
de diferentes
concentraciones de los

extractos.

Preparar las placas de agar,
rotular cada placa con
nombre y niimero de

muestra.

\ 4

4

Colocar las placas
debidamente cerradas en el

horno de incubacion.

Se prepararon 6 muestras
de diferentes
concentraciones de cada
extracto y 6 muestras de los
extractos combinados en

partes iguales.

Realizar perforaciones al
agar y comenzar a
distribuir las bacterias por
toda la placa con un

movimiento de “six zag”.

4

d

¥

Esperar entre 24 y 48 horas
para observar el
crecimiento bacteriano y
halos de inhibicion

posibles.

Transferir las muestras a

tubos de tapa roja de 6mL.

Introducir 5uL de cada

muestra en el agar.

hd

Cuantificacion de los

resultados obtenidos.

Figura 34. Flujograma de trabajo para la determinacion de capacidad antimicrobiana
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Figura 36. Preparacion de las muestras de Fucus vesiculosus en el laboratorio
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Figura 37. Preparacion de las placas de agar en la camara de flujo laminar

Las placas de agar se manipulan dentro de una camara de flujo laminar, con el objetivo de
proteger tanto el producto que se manipula, como al operador y al medio ambiente. La camara
de flujo laminar es un 4rea accesible en términos de limpieza y desinfeccion, equipada con un
sistema de filtrado de aire que pasa a través de prefiltros que retienen las particulas mas grandes
presentes en el aire, asi como filtros de alta eficacia que capturan particulas mucho mas pequenias,

con una eficiencia minima del 99,9 % (Labomersa, 2020).

Como parte de los insumos proporcionados por MicroLabs, se incluye una sustancia control,
que sirve como referencia dentro de las placas de agar. Esta sustancia se coloca en el centro de
la placa, mientras que las perforaciones con las concentraciones de extracto se ubican alrededor
de la misma. En este caso, se optd por utilizar una tableta de Ciprofloxacino de 500 mg como

control.

El ciprofloxacino es un antibiotico de amplio espectro perteneciente a la familia de las
fluoroquinolonas. Actiia inhibiendo las topoisomerasas bacterianas (ADN girasa y
topoisomerasa IV), enzimas clave para la replicacion y transcripcion del ADN bacteriano. El

ciprofloxacino es eficaz contra bacterias gramnegativas como Escherichia coli y grampositivas
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como Staphylococcus aureus (Vademecum, 2019). Por lo tanto, este control proporcionara un

parametro de comparacion para determinar si los extractos tienen capacidad antibacteriana.

Figura 39. Tubleta de ciprofloxacino 500 mg disuelta en agua
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Figura 40. Cultivo de bacterias de Staphylococcus aureus

Figura 41. Rotulacion de cada placa de agar
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Las placas de agar se rotularon de la siguiente manera:

Tabla 19. Distribucion de muestras rotuladas en las placas de agar.

Placade | Placade Placa de Placade | Placade Placa de Concentracion
E.coli E.coli (EC) | E.coli (EC) | S.aureus | S.aureus S.aureus de las
(EC) con Fucus | con (STA) (STA) (STA) muestras
con acido | vesiculosus | 4cido con acido | con Fucus | con (g/mL)
shikimico | (F) shikimico | shikimico | vesiculosus | 4cido
(A) y Fucus (A) (F) shikimico

vesiculosus y Fucus

M) vesiculosus

M)

AE1 FE1 ME1 ASI1 FS1 MS1 3,00g/100 mL
AE2 FE2 ME2 AS2 FS2 MS2 2,00g/100 mL
AE3 FE3 ME3 AS3 FS3 MS3 1,50g/100 mL
AE4 FE4 ME4 AS4 FS4 MS4 1,00g/100 mL
AES FES5 MES5 ASS FS5 MS5 0,50g/100 mL

Fuente: Elaboracion propia.

Seguidamente, las placas se colocaron en un horno para el cultivo de las bacterias a una

temperatura de 35 °C, por un periodo de 48 horas.

Figura 42. Horno a temperatura de 35 °C
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Se observo principalmente un cambio notable en el caso del 4cido shikimico frente al
microorganismo Staphylococcus aureus, donde se lograron halos de inhibicion, principalmente
para las concentraciones de 3,00 g/100mL, 2,00 g/100mL y 1,50 g/100mL. Se observaron halos
de inhibicion para las muestras AE 1, AE 2 y AE 3, y en menor medida para AE 4. No se
observaron halos de inhibicion para Escherichia coli, lo que sugiere que el acido shikimico es

mas eficaz contra bacterias grampositivas.

Figura 43. Placa de agar de dcido shikimico frente a Staphylococcus aureus
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También se observaron halos de inhibicidon para la muestra en combinaciéon de acido
shikimico junto con Fucus vesiculosus, sugiriendo que el acido shikimico logra mantener sus

cualidades antibacterianas alin en presencia del alga marina.

Figura 44. Placa de agar de acido shikimico y Fucus vesiculosus frente a Staphylococcus

aureus
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Figura 45. Placa de agar de dacido shikimico Escherichia coli

Para el Fucus vesiculosus, no se observaron halos de inhibicion para ambas bacterias, por lo
que se concluye que el alga marina no posee capacidades antibacterianas contra estos

microorganismos utilizando las concentraciones establecidas en el procedimiento.

Figura 46. Placa de agar de acido shikimico Escherichia coli
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4.5 Formulacion de crema humectante y parches de biopolimeros con los extractos de

acido shikimico y Fucus vesiculosus

El procedimiento utilizado para la formulacion de la crema humectante se detalla en el

siguiente flujograma, basado en el punto 3.12.1 del presente estudio.

Incorporar 377,0mL de
agua purificada en un

recipiente metalico.

L 4

Introducir 45,0g de aceite
mineral. Agitar

mecanicamente.

Incorporar 2,5g de Tween

20y 0,5g de preservante.

d

Aumentar la agitacion

mecanica ligeramente.

L 4

Anadir lentamente 15,0g de

copolimero de acrilatos.

Figura 47. Flujograma de trabajo para la formulacion de crema humectante

Reducir la agitacion y
agregar 15,0g de acido
shikimico y 15,0g de Fucus

vesiculosus.

\ 4

Anadir fragancia en gotas
(aproximadamente 1 a

2mL)

Opcional: afadir color.

4

Apagar la agitacion y

proceder a envasar.




Figura 49. Producto final sin envasar
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Incorporar 92,0g de agua
destilada, calentar hasta

una temperatura de 90°C.

El procedimiento utilizado para la formulacién de los parches de biopolimeros se detalla en

el siguiente flujograma, basado en el punto 3.13.1 del presente estudio.

4

Disminuir la temperatura y
comenzar a envasar en los
moldes antes de que la

mezcla gelifique.

Introducir 1,0g de
carragenina en polvo y 1,0g
de extracto de Fucus
vesiculosus y 1,5g de
didxido de titanio. (también
conocido como 6xido

blanco)

4

Retirar los parches de los
moldes y envasar en su

envase correspondiente.

4

\ 4

Afiadir el sérum hidratante

y almacenar.

Disolver mediante

agitacion continua.

A

Agregar color y fragancia

(opcional).

Figura 50. Flujograma de trabajo para la fabricacion de parches de biopolimeros




Figura 52. Producto final sin sérum
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Como parte de los resultados, mediante observacion, se determiné que el método de llenado
es fundamental para la calidad del producto final. A nivel industrial, el llenado debe realizarse
con maquinaria que mantenga, en primer lugar, la temperatura del sérum e idealmente permita
una agitacion continua. En cuanto al llenado manual, lo ideal es verter la mezcla directamente

desde el beaker y no de otra manera, lo que reduce el potencial error en el llenado.

Figura 54. Producto final envasado
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

Se concluye que el método Soxhlet fue eficiente para la extraccion del anis estrella, lo que
permiti6 su posterior identificacion mediante espectrofotometria infrarroja. Se logré determinar
grupos funcionales como el acido carboxilico, el carbonilo y los grupos hidroxilo presentes en
la estructura del acido shikimico. Esta informacion fue corroborada al comparar el espectro
obtenido en el laboratorio con el espectro del patron, importado desde China. Por lo tanto, se
concluye que el acido shikimico si puede ser identificado a través de la extraccion por Soxhlet

utilizando anis estrella como materia vegetal.

La capacidad antioxidante puede ser medida mediante pruebas como el ensayo DPPH. En
esta ocasion, se concluye que el acido shikimico proveniente del proveedor Xian Xuhuang Bio-
Tech Co., LTD de China no posee capacidad antioxidante frente al radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo, esto después de realizar pruebas con diferentes concentraciones del extracto. Por
otro lado, el extracto de Fucus vesiculosus presentd una capacidad antioxidante considerable
frente al estandar de acido ascorbico, por lo que se concluye que el alga marina posee
capacidades antioxidantes importantes, justificando asi su aplicacion en formulaciones

cosméticas.

En cuanto a la capacidad antimicrobiana de los compuestos, se concluye que, tras la medicion
mediante la técnica de cultivo en placas de agar, el extracto de acido shikimico es eficaz para
inhibir principalmente Staphylococcus aureus, siendo mas eficiente contra esta bacteria
grampositiva que frente a Escherichia coli, ya que no se observo un halo de inhibicion para esta
ultima. En el caso del alga marina, no se observaron cambios en la placa de agar en cuanto a

inhibicién bacteriana.

Finalmente, la optimizacion del desarrollo de dos formas cosméticas, basadas en la
metodologia de calidad por disefio, permitiéo formular de manera eficiente y con una menor
cantidad de errores las formas cosméticas de interés en este estudio, como lo son la crema
humectante y los parches de biopolimeros, que incluyeron los extractos de Fucus vesiculosus 'y

acido shikimico en concentraciones suficientes para tener accion antimicrobiana y antioxidante.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda explorar otros métodos de extraccion ademas del Soxhlet, tales como la
extraccion asistida por ultrasonido, con el objetivo de evaluar la eficiencia en la recuperacion
del acido shikimico. Ademas, se sugiere utilizar otros métodos de analisis como la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) o la cromatografia de gases, complementados con la medicion

por espectroscopia ultravioleta visible.

Se sugiere realizar pruebas adicionales de capacidad antioxidante utilizando otros ensayos,
como el ensayo ABTS o FRAP, para confirmar los resultados obtenidos con el DPPH. Esto
permitiria obtener una vision mas completa del potencial antioxidante del alga marina y explorar
la posible capacidad antioxidante del 4cido shikimico, que no se logrd observar en este estudio.
También se recomienda adquirir ambos extractos de diferentes proveedores, ademas del

proveedor mencionado en este estudio.

Para una evaluacion mas detallada de la actividad antimicrobiana, se recomienda realizar
otras pruebas, como la prueba de concentracion minima inhibitoria y concentraciéon minima
bactericida, entre otras. Esto permitiria cuantificar con mayor precision la potencia de los
extractos estudiados. Ademas, seria util probar la eficacia de estos extractos contra otros
microorganismos diferentes a E. coli y S. aureus. Se recomienda también realizar la prueba de
cultivo nuevamente utilizando disoluciones de los extractos en concentraciones mayores y

contra otras bacterias.

Por ultimo, se recomienda realizar estudios de estabilidad de los extractos en las
formulaciones cosméticas para asegurar que su actividad antioxidante y antimicrobiana se
mantenga con el tiempo. Seria beneficioso evaluar diferentes concentraciones de los extractos
para optimizar su eficacia sin comprometer sus propiedades organolépticas y otras cualidades.
Ademas, se recomienda probar diferentes formas cosméticas, ademés de las mencionadas en

este estudio.
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Anexo 1. Carta de Correlacion de grupos funcionales en el IR — Tensiones y Flexiones

Modos de vibraciones fundamentales

(Tensiones y Flexiones)

En el IR (40)

ALKANES

The spectrum is usually simple, with few peaks.

-

C—H  Stretch occurs around 3000 cm™. ' B
In alkanes (except strained ring compounds), sp> C—H absorption always occurs at fre-
-quencies less than 3000 cm™ (3000-2840 cm™).
If a compound has vinylic, aromatic, acetylenic, or cyclopropyl hydrogens, the C—H
absorption is greater than 3000 cm™. These compounds have sp? and sp hybridizations
(see Sections 2.10B and 2.10C).
CH, Methylene groups have a characteristic bending absorption of approximately 1465 cm".
CH; Methyl groups have a characteristic bending absorption of approximately 1375 cm ™.
CH, The bending (rocking) motion associated with four or more CH, groups in an open
chain occurs at about 720 cm ™ (called a long-chain band).
C—C  Stretch not interpretatively useful; many weak peaks.
ALKENES
=C-H Stretch for sp* C—H occurs at values greater than 3000 cm™.
(3095-3010 cm™)
=C—H Out-of-plane (oop) bending occurs in the range 1000-650 cm™.
These bands can be used to determine the degree of substitution on the double bond (see discus-
sion).
‘ ﬁ=C Stretch occurs at 1660-1600 cm™; often conjugation moves C=C stretch to lower

frequencies and increases the intensity.

Symmetrically substituted bonds (e.g., 2,3-dimethyl-2-butene) do not absorb in the
infrared (no dipole change).

Symmetrically disubstituted (trans) double bonds are often vanishingly weak in ab-
sorption; cis are stronger.
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ALKYNES
=C—H Stretch for sp C—H usually occurs near 3300 cm™.

C=C Stretch occurs near 2150 cm™; conjugation moves stretch to lower frequency. Dis-

ubstituted or symmetrically substituted triple bonds give either no absorption or
weak absorption. '

Regién de las tensiones C-H

3300 cm ™! 3100 3000 2850 2750
3.03u 3.22 3.33 ’ 3.51 3.64
\_’-\/\/
Acetylenic Vinyl =C—H Aliphatic C—H Aldehyde
=C—H Aromatic =C—H (See Table 2-6) o W

I
0

Cyclopropyl —C—H

sp sp? . sp?
~«————— Strain moves absorption to left

<~— Increasing s character moves absorption to left

AROMATIC RINGS

=C—H Stretch for sp? C—H occurs at values greater than 3000 cm™ (30503010 cm™).

=C—H Out—of—Pl.ane (oop) bending occurs at 200690 cm™!. These bands can be used with
great utility to assign the ring substitution pattern (see discussion).

Cc=C Ring stretch absorptions often occur in pairs at 1600 cm™ and 1475 cm™.

Overtone/combination bands appear between 2000 and 1667 cm™!. These weak absorptions can
be used to assign the ring substitution pattern (see discussion).

ALCOHOLS AND PHENOLS

O—H The free O—H stretch is a sharp peak at 3650-3600 cm™'. This band appears in
combination with the hydrogen-bonded O—H peak when the alcohol is dissolved
in a solvent (see discussion).

The hydrogen-bonded O—H band is a broad peak at 3400-3300 cm™. This band
is usually the only one present in an alcohol that has not been dissolved in a sol-
vent (neat liquid). When the alcohol is dissolved in a solvent, the free O—H and
hydrogen-bonded O—H bands are present together, with the relatively weak free
O—H on the left (see discussion). '

C—O0—H Bending appears as a broad and weak peak at 1440-1220 cm™! often obscured by

- the CH; bendings.
Cc-0 Stretching vibration usually occurs in the range 1260—-1000 cm™. This band can
be used to assign a primary, secondary, or tertiary structure to an alcohol (see
discussion).
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ETHERS

C-0O The most prominent band is that due to C—O stretch, 1300-1000 cm™. Absence of
C=0 and O—H is required to ensure that C—O stretch is not due to an ester or an al-

cqhol. Phenyl alkyl ethers give two strong bands at about 1250 and 1040 cm™!, while
aliphatic ethers give one strong band at about 1120 cm™.

Tensiones del carbonilo en diferentes grupos funcionales

&« cm >

1810 1800 1760 1735 1725 1715 1710 1690

Anhydride  Acid Anhydride Ester Aldehyde Ketone  Carboxylic Amide
(band 1) chloride  (band 2) = acid

ALDEHYDES
C=0
R—(l: =~ C=0 stretch appears in range 1740-1725 cm! for normal aliplase
. y ] 2

| aldehydes

O ‘
~
LSO —. Conjugation of C=0 with ¢, C=C; 1700-1680 cm™" for C=0

I I . 1640 cm™ for C=C.
Ar—C—H A’Conjugation of C=0 with phenyl; 1700-1660 cm™* for C=0 =
' 1600-1450 cm™ for ring. :
Ar—C=C—C—H Longer conjugated system; 1680 cm™! for C=0.
| }"(“)

C—H Stretch, aldehyde hydrogen (—CHO), consists of a pair of weat Samds

one at 2860-2800 cm™! and the other at 2760-2700 cm ™. I & samier
see the band at the lower frequency because it is not obscusss &y &
usual C—H bands from the alkyl chain. The higher-freguencs sifeinde
C—H stretch is often buried in the aliphatic C—H bands.
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KETONES
C=0

R—(": —R -

¥

S
S=0=Gmil
Ar—C—R

Ar—C—Ar

®=

E—=E-=C

CARBOXYLIC ACIDS
O—H Stretch, usually very broad (strongly H-bonded), occurs at 3400-2400 cm™ and

C=0 stretch appears in range 1720—1708 cm™ for normal aliphatic
ketones.

Conjugation of C=0 with @, C=C; 1700-1675 cm
and 1644-1617 cm™! for C=C.

! for C=0

Conjugation of C=0 with phenyl; 1700-1680 cm™ for C=0 =
16001450 cm™ for ring.

Conjugation with two aromatic rings; 1670-1600 cm™ for C=O.

Cyclic ketones; C=O frequency increases with decreasing ring size.

Bending appears as a medlum-mtensny peak in the range
1300-1100 cm ;

often overlaps the C—H absorptions. 7

C=0 Stretch, broad, occurs at 1730-1700 cm _1’ Conjugation moves the absorption to a

lower frequency.

C-0 Stretch occurs in the range 1320-1210 cm™, medium intensity.
ESTERS
C=0
Re-C—07=R C=O0 stretch appears in range 1750-1735 cm ™ for normal aliphatic
(“) }‘ esters.

>C=?———("3—O—R

Ar-—(IIZ—O—-R

Conjugation ofC O with o, 8 C=C; 1740-1715 cm™! for C=0 and
1640-1625 cm™! for C=C (two bands for some C=C, cis and frans.

p::52)

Conjugation of C=0 with phenyl; 1740-1715 cm™ for C=0 and
1600-1450 cm™ for ring.
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R—C—0O—C=C Conjugation of a single-bonded oxygen atom with C=C or phenyl;
(II) 17651762 cm™ for C=0. ;
(_\C=O Cyclic esters (lactones); C=0 frequency increases with decreasing ring
o’ e )
C=0 Stretch in two or more i)ands, one stronger and broader than the

other, occurs in the range 1300-1000 cm™.

AMIDES

C=0 Stretch occurs at approximately 16801630 cm™.

N—H Stretch in primary amides (—NH,) gives two bands near 3350 and 3180 cm~L. Sec-
ondary amides have one band (—NH) at about 3300 cm™!.

N—H Bending occurs around 1640-1550 cm™! for primary and secondary amides.

ACID CHLORIDES

C=0 Stretch occurs in the range 1810—1775 cm™! in unconjugated chlorides. Conjugation
lowers the frequency to 1780-1760 cm™".

c-Cl Stretch occurs in the range 730-550 cm ™.

ANHYDRIDES

C=0 Stretch always has two bands, 1830-1800 cm™! and 1775-1740 cm™!, with variable
relative intensity. Conjugation moves the absorption to a lower frequency. Ring strain
(cyclic anhydrides) moves the absorptions to a higner frequency.

€-0 Stretch (multiple bands) occurs in the range 1300-900 cm ™.

AMINES

N—H Stretch occurs in the range 3500-3300 cm™. Primary amines have two bands. Sec-
o_ngfary amines have one band: a vanishingly weak one for aliphatic compounds and =
stronger one for aromatic secondary amines. Tertiary amines have no N—H stretch.

N—H Bend in primary amines results in a broad band in the range 16401560 cm . Sec-
) ondary amines absorb near 1500 cm™.

N—-H- Out-of-plane bending absorption can sometimes be observed near 800 cm™.
C—N Stretch occurs in the range 1356-1000 cm™.
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NITRILES R—C=N

—C=N Stretch is a medium-intensity, sharp absorption near 2250 cm™'. Conjugation
with double bonds or aromatic rings moves the absorption to a lower frequency.

Examples: butyronitrile (Fig. 2.62) and benzonitrile (Fig. 2.63).

ISOCYANATES R—N=C=0 _
—N=C=0 Stretch in an isocyanate gives a broad, intense absorption near 2270 cm™
Example: benzyl isocyanate (Fig. 2.64).

ISOTHIOCYANATES R—N=C=$

—N=C=S Stretch in an isothiocyanate gives one or two broad, intense absorptions center-
ing near 2125 cm™*

IMINES RC=N-R

—C=N— Stretch in an imine, oxime, and so on gives a variable-intensity absorption
' in the range 1690-1640 cm™. .

NITRO COMPOUNDS

0 Aliphatic nitro compounds: asymmetric stretch (strong), 1600-1530 cm™;
—+NZ/ i symmetric stretch (medium), 1390-1300 cm™
0 Aromatic nitro compounds (conjugated): asymmetric stretch (strong),

1550-1490 cm™!; symmetric stretch (strong), 1355-1315 cm™

152



I
CARBOXYLATE SALTS R—C—O~ Na*

o) Asymmetric stretch (strong) occurs near 1600 cem™L; symmetric stretch (strong)
—cZ - occurs near 1400 cm™.
\\O Frequency of C=0 absorption is lowered from the value found for the parent

carboxylic acid because of resonance (more single-bond character).

AMINE SALTS NH,* RNH;* R,NH,* RsNH*

N—H Stretch (broad) occurs at 3300-2600 cm™*. The ammonium ion absorbs to the
left in this range, while the tertiary amine salt absorbs to the right. Primary and
secondary amine salts absorb in the middle of the range, 3100-2700 cm™. A
broad band often appears near 2100 cm™.

N—H Bend (strong) occurs at 1610—-1500 cm™ . Primary (two bands) is asymmetric at
1610 cm™, symmetric at 1500 cm™!. Secondary absorbs in the range
1610-1550 cm™!. Tertiary absorbs only weakly.

AMINO ACIDS
F

I I
R—(ll‘H—C—-OH — R—CH—C—O0"~
NH, *NH;
These compounds exist as zwitterions (internal salts) and exhibit spectra that are combinations

of carboxylate and primary amine salts. Amino acids show NH3" stretch (very broad), N—H
bend (asymmetric/symmetric), and COO™ stretch (asymmetric/symmetric).

MERCAPTANS R-S—H

S—H Stretch, one weak band, occurs near 2550 cm™ and virtually confirms the presence of

this group, since few other absorptions appear here.
Example: benzenethiol (Fig. 2.68).

SULFIDES R-S—R

Little useful information is obtained from the infrared spectrum.

SULFOXIDES R—i—R

S=0 - Stretch. one strong band. occurs near 1050 cm™.
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PHOSPHINES RPH, R,PH

P—H
PH,
P—H
P—CH;
P—CH,—

Stretch, one strong, sharp band, at 2320-2270 cm™.
Bend, medium bands, at 1090-1075 cm™! and 840-810 cm™.
Bend, medium band, at 990-885 cm™.

Bend, medium bands, at 1450-1395 cm™ and 1346-1255 cm™.

Bend, medium band, at '1440—1400 cm L.

PHOSPHINE OXIDES R3;P=0 Ar;P=0

P=0

Stretch, one very strong band, at 1210-1140 cm ™.

PHOSPHATE ESTERS (RO);P=0

P=0
R—-0O
P-0

Stretch, one very strong band, at 1300-1240 cm™.
Stretch, one or two strong bands, at 1088-920 cm™.
Stretch, medium band, at 845-725 cm™.

FLUORIDES R-F

C-F

Stretch (strong) at 1400-1000 cm™. Monofluoroalkanes absorb at the lower-fre-

quency end of this range, while polyfluoroalkanes give multiple strong bands in

the range 1350-1100 em™, Aryl fluorides absorb between 1250 and 1100 em™L

CHLORIDES R-CI

c-cl Stretch (strong) in aliphatic chlorides occurs in the range 785-540 cm™". Primary
chlorides absorb at the upper end of this range, while tertiary chlorides absorb
near the lower end. Two or more bands may be observed, due to the different con-
formations which are possible.
Multiple substitution on a single-carbon atom results in an intense absorption at
the upper-frequency end of this range: CH,Cl, (739 cm™), HCCl; (759 cm™),
and CCl, (785 cm™). Aryl chlorides absorb between 1100 and 1035 cm™.

CH,—Cl Bend (wagging) at 1300-1230 cm™.

BROMIDES R—-Br

C—Br Stretch (strong) in aliphatic bromides occurs at 650-510 cm™, out of the range of
routine spectroscopy using NaCl plates or cells. The trends indicated for aliphatic
chlorides hold for bromides. Aryl bromides absorb between 1075 and 1030 cm™,

CH,—Br Bend (wagging) at 1250-1190 cm™.

IODIDES R-I

C-I Stretch (strong) in aliphatic iodides occurs at 600-485 cm™, out of the range of
routine spectroscopy using NaCl plates or cells. The trends indicated for aliphatic
chlorides hold for iodides.

CH,—1 Bend (wagging) at 12001150 cm™.
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Principales correlaciones entre vibraciones de grupos y regiones de absorcion infrarroja

Numeros de onda en cm™"

5000 4000 3000 2500 2000 150014001300 1200 1100 1000 900 800 700
I II[II|III||III | ]HII!IIII I T |IIII|IIII|1|II|IIHIIHI|HIIIIII[]IIIIIIIII"[I|IIIlIII Il I
] o e T
O—H y N— H alargamiento C=0 alargamiento C— 0O alargamiento
o =] O S e
C— H alargamiento C=N alargamiento C —N alargamiento
SRS e R e RS
C=C y C= N alargamiento C=C alargamiento C —C alargamiento
= [
N— H flexion N—H flexién
) S TS
C—H flexién C—H flexion
H flexip
S exipn
NERIRTEIRERIRNNRIRRREAL AN A RRRINRRRURNRRA ARNRRERRRUNRRRINNNE
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1

Longitud de onda en micrometros
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Valores de frecuencias de absorcion en el IR medio de algunos grupos funcionales

Tipo de grupo funcional Posicion de la banda (cm™)
Alcanos, grupos alquilo
C—H 2850-2960 Media a fuerte
Alquenos
=C—H 3020-3100 Media
C=C 1640-1680 Media
Alquinos
=C—H 3300 Fuerte
—C=C— 2100-2260 Media
Halogenuros de alquilo
C—Cl 600-800 Fuerte
C—Br 500—-600 Fuerte
C—I 500 Fuerte
Alcoholes 2
O0—H 3400-3650 : Fuerte, ancha
-0 1050-1150 Fuerte
Aromaticos
\
©==H 3030 Débil
V4
/C\
& C 1660—-2000 Débil
| Il
C\C/C _ 1450-1600 Media
Aminas
N—H 3300-3500 Media
C—N 1030-1230 Media
Compuestos de carbonilo®
C=0 1670-1780 Fuerte
Acidos carboxilicos
O0—H 2500-3100 Fuerte, muy ancha
Nitrilos
C=N 2210-2260 Media
Compuestos nitro
NO, ‘ 1540 Fuerte

aAcidos carboxilicos, ésteres, aldehidos y cetonas.
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~UNIBE @ FARMACIA

— UNIWVERGIDAD DF IDERDAMEFICA

Carta para la solicitud de defensa de Trabajos Finales de Graduacién Farmacia

San Jose, 7 de abril del 2025
Entrega del documento: 7 de abril 2025

Sefores:
Comité de Investigacién de la Facultad de Farmacia
Universidad de Iberoamérica

Estimados:

La presente carta es para solicitar ante la facultad la fecha para la defensa del
proyecto final de graduacién titulado como “EVALUACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DEL FUCUS VESICULOSUS (SARGAZO VEJIGOSO) Y CAPACIDAD
ANTIBACTERIANA DEL ACIDO SHIKIMICO CON EL OBJETIVO DE DESARROLLAR UNA
PREFORMULACION DE PARCHES DE BIOPOLIMEROS PARA EL CONTORNO DE 0JOS ¥
UNA CREMA HIDRATANTE DIRIGIDA A LA INDUSTRIA COSMETICA EN COSTA RICA”.

La defensa de este es para optar por el grado de Licenciatura en Farmacia en el
periodo | cuatrimestre del 2025.

Lo anterior debido a que se considera que el documento se encuentra listo y ha sido
revisado por el tutor para su defensa.

Sin otro particular se despide:

Julissa %A

Julissa Solano Alvarado Sergio Esteban Rodriguez Rodriguez
3-0533-0064 1-1610-0757
Elsborade por Cargo: Fecha: Aprobado por: Cargo:
Douglas Oviedo Coondimador de 09/05/2024 Moo Melissa Decana Facultad Plgina 1 de 1
Investigadion Martinez Farmacs
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JUNIBE

UNIVERSDAD DF IDEROAVERICA

Sefores:

Comité de Investigacién de la Facultad de Farmacia

Universidad de Iberoamérica.

Estimados:

@ FARMACIA

Carta de aprobacion por parte del tutor para la defensa de Trabajos Finales de
Graduacién Farmacia

San José, 7 de abril del 2025

13 presente carta es para notificar formalmente que ¢ trabajo final de graduacion
titulado como "EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL FUCUS VESICULOSUS
(SARGAZO VEJIGOSO) Y CAPACIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACIDO SHIKIMICO CON EL
OBJETIVO DE DESARROLLAR UNA PREFORMULACION DE PARCHES DE BIOPOLIMEROS PARA
EL CONTORNO DE 0]OS Y UNA CREMA HIDRATANTE DIRIGIDA A LA INDUSTRIA COSMETICA
EN COSTA RICA™ y realizado por los estudiantes Julissa Solano Alvarado, cédula 3-0533-0064 y
Serglo Esteban Rodriguez Rodriguez, cedula 1-1610-0757; el trabajo cumple con los requisitos
para la defensa de dicha Investigacidn, se califica dicha aprobacidn con los sigulentes criterios:

20

Cumpie con las entregas de los avances

Documento presenta coherencia entre los objetivos, justificacion, 30 30
metodologia y presentacion de los resultados

Documento presente relevancia en las conclusiones de la 25 25
Investigacién

Documento presenta alta calidad de detalle del marco tedeico 25 25
Total 100 100

Hago constar que he revisado, calificado y aprobado la investigacién en base a las politicas
de investigacion de ka Facultad de Farmacia de la Universidad,

KAROLINA romws

Sin mds por aftadir, se despide,

Arwvis pov

GONZALEZ sscuna

CONZ LI
VILLALOBO vesanaos saw

fohi OB MW

Karolina Gonzdlez Villalobos S (FIRMA) 130050 000
Tutor de La investigacion Firma
Elabarado por Carge: Focha: Aprobade por: Cargo:
Douglas Oviedo Coordimadar de 23/05/2024 Msc Melissa Decana Facultad Pigina 1de1
lnvestigacién Martinez Farmacia
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ZUNIBE

UNIVERSIDAD DT IDEROAMEFICA

Carta de declaracion jurada en Proyectos Finales de Graduacion Farmacia

Los estudiantes Julissa Solano Alvarado, mayor de edad, con nimero de cédula
305330064 y Sergio Esteban Rodriguez Rodriguez , mayor de edad, con nimero de
cédula 116100757 se hace constar por medio de este acto que debidamente apercibo y
doy por entendido las penas y consecuencias con las que se castiga en el Codigo Penal
el delito de Perjurio, ante quienes se constituyen en el Tribunal Calificador del presente
Trabajo Final de Investigacion para optar por el grado de Licenciatura en Farmacia, en
San José, Tibas, juro solemnemente que el trabajo de investigacion titulado “"COLOCAR
EL TITULO COMPLETO DE LA INVESTIGACION", es una obra original e inédita cuya
claboracion ha respetado todo lo preceptuado por las leyes penales, asi como la Ley de
Derecho de Autor y Derecho Conexos nimero 6683 del 14 de octubre de 1982 y sus
reformas, publicada en la Gaceta nimero 226 del 25 de noviembre de 1982; incluyendo
¢l numeral 70 de dicha ley que advierte; Articulo 70. Es permitido citar a un autor,
transcribiendo los pasajes pertinentes siempre que estos no sean tantos y seguidos, que
pueda considerarse como una produccion simulada y sustancial que redunde en
perjurio del autor de la obra original. Asimismo, quedo advertido que la universidad se
reserva el derecho de protocolizar este documento ante Notario Pablico.

En fe de lo anterior, se firma en la ciudad de San Jose, a los 7 dias del mes de abril
del 2025.

Julissa <l

@ FARMACIA

Julissa Solano Alvarado Sergio Esteban Rodriguez Rodriguez
305330064 116100757
Cédula Cédula
Douglas Oviedo Coordinador de 090572024 Msc Melissa Decana Facultad Plgiva 1 det
Investigacidn Martines Farmaca
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CONSTANCIA DE REVISION FILOLOGICA

3 de abnil, 2025

Registro
Universidad de Theroaménca Unibe

A quien comresponda:

El suzcrito da fe de que el trabajo final de graduacion (modalidad tesis) para optar por el grado de
Licenciatura en Farmacia titulado Evaluacion de la capacidad antioxidante del Frens
vesiculosus (sargazo vejigoso) v capacidad antibacteriana del acido shikimico con ¢l ohjetive
de desarrollar una preformulacién de parches de biopolimeros para el contorno de ojos v
una crema hidratante dirigida a la indusiria cosmética en Costa Hica, de los sustentanies
Serpio Esteban Rodriguer Rodriguer, cédula 116100757, v Julissa Solano Alvarado, cédula
303330064, fue sometido a reviskon filologica.

Se han realizado las modificackones pertinentes én los distintos niveles textuales, a saber, macro v
microcstnuctun, Intencion comumicativa, coherencia y cohesion, puntuscion v ortografia. Todas
han sido incorporadas en el texto.

Alentamenie,

ROBERTO ANDRE  +evese funsessiv o mrmsnn

ACURA VAAGAS  icie meamcm i cs o e
ML. Roberto Amdeé Acufia

Filélogo
Nimero: 12007-274
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Universidad de Iberoamérica UNIBE
Centro de Informacién y Documentacién, Biblioteca

Autorizacion para la digitatizacion, inclusion y publicacion de Trabajos Finales de Graduacion
(TFG) en el acervo digital del Centro de Informacidn y Documentacidn “Fernado Flores Banuet™
UNIBE.

Von“m &MNM con cédula de identidad 30533@6‘_‘ -
y domiciko en wmgo'qw‘_mnM—w—‘m .

N‘H cgwer.. S

en condwén del persona autora del TFG para por el grado de u‘ en WMJO L
nmlado Mmqm dée \a ‘dﬂd MDX\OOM‘C,&\__
FUUoS VRI(LIDSUS w&m anfiboueriona de\ 4¢ido |
\&smuo mu demmmm freformuiacion

o ot & plosospin sl yna

wre h\d:mom.
autoriza de forma gratuita a la biblioteca de UNIBE, a digitalizar e incluir dicho TFG en el acervo

digital de la biblioteca de UNIBE y a publicarlo a través de la pagina web u otro meadio
electrénico, para ser accedido segun (o que UNIBE defina para su consulta o divulgacion.
Dicho texto se publicard en formato PDF, o en el formato que en su momento se establezca, de
tal forma que el acceso al mismo sea libre y gratuito, permitiendo su consulta e impresion, pero
no su modificacion. La persona autora del TFG, garantiza a UNIBE que la tesis es el trabajo
arignal que sinio para la obtencion de su tituto, que no infnnge ni viotenta ninguan derecho de

terceros.

Fecna:au_s, lls, . Firma de la persona autora: __

*Uso interno. Clasificacion del TFG:

162



Universidad de lberoamerica UNIBE

Centro de Informacion ¥y Documaentacion, Biblioteca

Autofizacion pafs l& digitalizacion, inclusion y publicecion de Trabgjos Finales de Graduscion
[TFE) en el cerva digitsl del Centia de Inlormecion y DocumeniBcion “Fefmado Flores Banueat™
UMIBE.

vnﬂiﬁm Faolviy ri '(-Etfffid_'f con céduls deidentidad = /8- P S#

¥ domicilic an ar ,

en condicion del persona aulora del TRG [ErE por nlﬂ'ﬂdﬁﬂﬂ &I 'ﬂzﬁ'ﬂ&i"a o &'r“"'ﬂ #5183
&
tilede Evalvdttin o o copocidoa’ dfﬂvﬁ!ﬁ‘ﬂ? olef Fecp) LI £)e

adeg snfbadienons ol deulo  hibdmies  oa el ez&m'ﬁ..r
ﬂ:-f!’ vl ag_&éw £ parofie) of #fwfa

WA AT & i

rmmd'f’.ﬁ:- #a f fe:-#

muteriza de Torma pretuits 8 la bibliotece de UNIBE, 8 digitslizer & incluir diche TFG en elacere
digital de e biblotecs da UNIBE y & publicarlo & trawis de la pagine web U otro medio
electionica, pars ser seoedide segon 1o que UNIBE defina peta su conaulta o divulgecicn.
Dicho texio MFJJHUEHI'&H‘ITI:IH‘I‘LEM PDF, & an sl farmato e e S0 Momenld Se aatablaica, de
tal forma que el dcceso al mismo sea libre 'y gratuits, permitiendo su consulla = impresion, pem
fo su modilicacian. La persone autoda del TFG, garantiza a UNIBE que la tesis o8 ol trabajo
ariginal que sinié pam La oblencion de su tiuls, gue no infrings ni violenta ningin defecho de

lercens

f f i
Feichas 25 Firrma de la persans autora

*Usa interma. Clasificadon del THE:
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