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Abstract -- Curcumin is a natural pigment found in turmeric,
a perennial member of the Zingiberaceae family cultivated in
southeast Asia, where it has been used since ancient times in
natural therapies. Turmeric’s rhizome, contains a group of natural
pigments called curcuminoids, which make up from 2 - 6% of the
stem and are responsible its characteristic yellow - orange
coloration. The three pigments contained in turmeric are curcumin,
demethoxycurcumin and bisdemethoxycurcumin, with curcumin
being the most abundant of the three at 77% of the overall average
amount of the curcuminoids present in turmeric. These compounds
have demonstrated antioxidant, antiinflamatory and
anticarcinogenic properties with potential therapeutic applications,
but their low solubility in water and rapid metabolization has
limited their incorporation in pharmaceutic and nutraceutic
Sformulations.

There are three main alternatives proposed to increase
curcumin’s solubility in water: its administration with adjuvants or
compounds that will help increase curcumin’s uptake, like piperine
or turmeric oil; incorporation in polymeric nanoparticles that can
be easily degraded by the body or its incorporation in liquid
dispersions where, under the right conditions, preparation costs can
be limited only to the dispersion’s components. Microemulsions in
particular are liquid dispersions with high solubilization potential
and are composed of water, oil and a surfactant. They have an
average droplet size of 2-50 nm and are thermodynamically stable,
meaning they will remain disperse if the remains under the correct
conditions.

This study contemplates proposing and researching a new
pseudoternary system employing an oil and nonionic surfactant
already used in nutraceutic or pharmaceutir formulations in order
to formulate oil-in-water microemulsions with potential
anticarcinogenic activity. The solubility limit of curcumin on those
dilution lines was ditermined first, then viscosity and electric
conductivity measurements yielded information regarding the
compositions where microstructure transitions occur, whereas
studying the dispersions’ mean droplet size on a set period proved
the stability of the system even with curcumin dissolved.

Finally, the mixtures were evaluated on their capacity to
remain stable on the presence of cell culture medium and their
citotoxic activity on a carcinogenic cell line, with the curcumin-
loaded microemulsions inhibiting cell growth completely at
curcumin concentrations up to 9 ug/mL.
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Summarizing,  curcumin-loaded  microemulsions  were
formulated with the ternary system comprised of Water:Butyl (-)
lactate: Brij® O10. The pseudoternary system was characterized by
studying curcumin’s solubility in the microemulsions, their
viscosity, electric conductivity, mean droplet size, stability and
citotoxic activity on carcinogenic cells in order to incorporate the
formulations into future nutraceutic and pharmaceutic therapies
that may better harness curcumin’s beneficial properties.

Keywords— Curcumin, microemulsion, phasic behavior,
solubility, stability.
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Resumen: La curcumina es un compuesto natural que ha
demostrado tener propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas. Sin embargo, su baja
solubilidad en agua y baja biodisponibilidad han limitado
sus aplicaciones potenciales, por lo que su incorporacién en
microemulsiones es una propuesta para incrementar su
solubilidad y estabilidad en medio acuoso. En la presente
investigacion se estudid el sistema compuesto por Agua:(-)
Lactato de butilo:Brij R O10 (Polioxietileno 10 oleil éter)
con el objetivo de formular microemulsiones aceite-en-agua
de curcumina con potencial actividad anticancerigena. El
sistema se caracteriz6 mediante el estudio de su
comportamiento fasico, su capacidad para disolver
curcumina y sus propiedades de viscosidad, conductividad
eléctrica y tamafio de gota en funcion de su composicion, asi
como la estabilidad coloidal de la dispersion en presencia de
medio bioldgico.

Palabras clave: Curcumina, microemulsion,
comportamiento fasico, solubilidad, estabilidad

INTRODUCCION

La curcumina es el principal pigmento natural en el rizoma de
la circuma y ha demostrado tener propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas [1-3]. Sin embargo, su
baja solubilidad en agua y absorcion en el organismo ha
limitado su aplicacion en terapias farmacoldgicas o
nutraceuticas.

Estudios previos de biodisponibilidad de curcumina que se han
realizado en pacientes humanos han reportado que su
concentracion detectada en el organismo es menor al 99.99 %
de la dosis administrada debido a su baja solubilidad en medio
acuoso y a una rapida metabolizacién [4]. Dichos resultados se
presentan en la Tabla 1, en donde el porcentaje de curcumina
detectado esta en el 6rden de la diezmilésima parte de la
cantidad administrada inicialmente.

Es por ello que se han propuesto alternativas para incrementar
su solubilidad en agua y su absorcidn en el organismo, como
lo son su administracion con adyuvantes, su incorporacion en
nanoparticulas poliméricas y su incorporacion en dispersiones
liquidas como lo son las microemulsiones [4, 5].
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Tabla 1: Niveles de curcumina medidos en humanos posterior a la
administracion de curcumina via oral.

Dosis Muestra  Cur. disuelta (%) Ref.
2000 ppm  Suero 0.0003 [6]
3649 Plasma 0.0001 [7]
3640 Colon 0.0001 [8]

Las microemulsiones son dispersiones liquidas transparentes y
Opticamente isotrdpicas de dos liquidos inmiscibles, las cuales
son estabilizadas termodinamicamente por una monocapa de
surfactante con propiedades hidrofilicas y lipofilicas
balanceadas [9]. Este tipo de dispersiones son de especial
interés, puesto que pueden aumentar de manera considerable la
solubilidad de componentes tanto lipofilicos como
hidrofilicos.

Dependiendo del balance hidrofilico - lipofilico del sistema y
de la relacion aceite/agua, se pueden formar microemulsiones
aceite-en-agua (O/W), agua-en-aceite (W/O) o bicontinuas con
canales de ambas fases interconectados en una estructura
semejante a la de una esponja [10], como puede observarse en
la Figura 1.

Dentro de estudios previos en los que se incorpora curcumina
en microemulsiones aceite-en-agua, se han empleado aceites
vegetales o tensoactivos de grado nutracéutico con el fin de
aplicar dichos sistemas en estudios con aplicacion bioldgica,
como lo son la entrega transdérmica de curcumina [11], la
verificacion citotdxica en una linea celular cancerigena [12],

Bicont.

o/W

w/o

Figura 1: Estructuras de microemulsion agua-en-aceite

(WI/O, izquierda), aceite-en-agua (O/W, derecha) y una bicontinua (Bicont.)
en el centro. Se trata de sistemas Winsor, en los cuales las microemulsiones se
encuentran en equilibrio con una fase en exceso.
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mejorar la absorcion oral de curcumina [13] o el tratamiento
de psoriasis [14].

Es por ello que el objetivo principal del presente trabajo fue
estudiar un nuevo sistema pseudoternario para formular
microemulsiones aceite-en-agua de curcumina utilizando
aceites y surfactantes no - iénicos de grado nutracéutico con
potencial actividad anticancerigena. Y de manera mas
especifica, caracterizar el sistema a través de su
comportamiento fasico, su capacidad de disolver curcumina 'y
sus propiedades fisicas de viscosidad, conductividad eléctrica,
tamafio de gota y su estabilidad en presencia de medio
bioldgico.

EXPERIMENTACION

2.1. Reactivos

Se utilizo extracto de curcumina en polvo de Curcuma longa
(76 % - 77 %) adquirida de Sigma Aldrich, agua desionizada
con una resistividad de 18.1 MQcm en toda instancia y
medio bioldgico RPMI de Sigma Aldrich en sustitucion de
agua en las pruebas de estabilidad coloidal. Para las
mediciones de UV - Vis, etanol absoluto (99.95 %) de VWR
Chemicals fue utilizado como solvente.

En el estudio de los sistemas ternarios se se utiliz6 (-) Lactato
de butilo (97.6 %) adquirido de Sigma Aldrich como aceite,
muestras comerciales de Polioxietileno 10 oleil éter ([®Brij
010) recibidas de Croda México, S.A. de C.V. como
surfactante, mientras que para las mediciones de conductividad
se utilizé Brij rR 010 de Sigma Aldrich.

2.2. Instrumentacién

Para la determinacién del limite de solubilidad de curcumina
en cada solvente por separado mediante espectroscopia UV -
Vis se utilizé una centrifuga ( Modelo 5810 R) de Eppendorfy
un espectrofotometro UV - Vis Optizen POP de Mecasys.

En el estudio del comportamiento fasico de las muestras a
distintas temperaturas se utilizé una incubadora digital
MyTemp Mini de Benchmark Scientific.

En la caracterizacion de propiedades fisicas se utilizé un
redmetro AR - G2 de TA Instruments para viscosidad, un
conductimetro Orion Star A212 de Thermo Scientific para
conductividad eléctrica y un Zetasizer

Nano ZS de Malvern Instruments para tamafio de gota y
potencial zeta.

2.3. Metodologia experimental

2.3.1. Preparacion de microemulsiones

Los componentes se afiadieron en orden de surfactante,
aceite 'y agua para todas las muestras preparadas.
Posteriormente se agregd curcumina y se agito con vortex y se
sonico hasta presentar una apariencia homogénea y libre de
turbidez.

2.3.2. Estudio de comportamiento fasico

Se prepararon muestras de distinta composicién con una
masa total de 2g. Las muestras se incubaron a 25°C y 37°C por
una noche para cada temperatura estudiada; y se examinaron
visualmente para clasificarlas conforme su apariencia fisica.
Las muestras fluidas con apariencia transparente y homogénea
se clasificaron como microemulsiones.

2.3.3.  Andlisis uv - Vis
La curva de calibracion para la cuantificacion de curcumina
por esta técnica se construyd partiendo de una solucién de 1
mg/mL de curcumina en etanol, la cual se diluy6 (1:10
volumen) para obtener una solucion de 100 pg/mL. De ésta
soluciéon se tomaron alicuotas para obtener soluciones de
concentracion 1, 5, 10, 20, 30, 50 y 70 pg/mL [14].
La solubilidad de la curcumina en los solventes por separado
se midio afiadiendo curcumina hasta sobresaturacion de una
muestra de 2g de solvente.
La muestra fue centrifugada a 4000 rpm y el sobrenadante
resultante fue diluido 1:1000 (volumen) con etanol.
Todas las muestras se analizaron a una longitud de onda de
422 nm correspondiente al maximo de absorcion de curcumina
en etanol previamente determinado.

2.3.4.  Mediciones de viscosidad

Se prepararon muestras de 15g de cantidad variable de agua
de 10 a 90 % sin curcumina. Se siguié un procedimiento en
flujo en el cual la muestra se acondiciond a 25°C y se midi6 su
viscosidad siguiendo una rampa de calentamiento hasta 40°C a
una razén de 1°C/s con una tasa de cizallamiento de 10 s en
una geometria de cilindros concéntricos de doble pared.

2.3.5. Mediciones de conductividad eléctrica

Se prepararon dos muestras de 10g de una mezcla binaria de
(-) Lactato de butilo:Brij R 010 de proporciones masicas 1:1 'y
3:7, a las cuales se les agreg6 el 90 % de la cantidad maxima
de curcumina de acuerdo con las Ecuaciones 5y 6.

Se midid la conductividad eléctrica de las muestras a traves
de diluciones seriadas con intervalos de 5 % (P/P) de agua
hasta una mezcla 95 % agua [15]. Las mediciones se realizaron
a 25C y 37°C.
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2.3.6. Mediciones de DLS Tabla 2: Limites de solubilidad determinados de curcumina en los
Se prepararon muestras de 5g de cantidad variable de agua componentes del sistema ternario por separado mediante espectroscopia UV -
. . S Vis.
de 10 a 90 % en intervalos de 10 % para las lineas de dilucion
con agua de mezclas binarias (-) Lactato de butilo:Brij R O10 Componente  mg/mL mg/lg  %P/P

de proporcion 11y 37 en peso. A_estas muestras se les (-) Lactato de butilo  14.467 1501  1.48
agregé el 90 % de la cantidad méxima de curcumina de

. Brij ® 010 51.758 5751 544
acuerdo con las Ecuaciones 5 y 6.
Las muestras se midieron por triplicado con un detector a
173 con respecto al laser incidente a una temperatura de 37°C. Una vez determinado el limite de solubilidad en el aceite y
surfactante se estudié el comportamiento fasico en la region
2.3.7. Estabilidad coloidal acuosa del diagrama de fases. La cantidad de curcumina
maxima a agregar por muestra se determiné mediante la
Se parti6 de muestras de 3 g de composicién masica Ecuacidn 1, en donde L indica el limite de solubilidad en el
1:1y 3:7 (velacion (-) Lactato de butilo:Brij r 010), las cuales  solvente y M la cantidad en masa de dicho componente. Los
se diluyeron con medio biolégico en vez de agua hasta subindices S y O representan surfactante y aceite,
alcanzar una composicion 85 % medio. De ésta muestra respectivamente.
posteriormente se tomé una alicuota de 5g, la cual se diluy6
hasta alcanzar un porcentaje de 95 % medio. C=LsMs+ LoMo (1)
Las muestras se incubaron a 25°C y 37°C para determinar su .
comportamiento fasico y se analizé su tamafio de gota a 37°C El resultado se muestra en la Figura 3, en donde el
habiendo transcurrido 11 dias desde su preparacion. comportamiento fasico observado se asemeja al delimitado por
las lineas rojas [16] al presentar fases de cristal liquido,
RESULTADOS Y DISCUSION. microemulsion y multifase en los dominios del diagrama. A
37°C la regién de multifase incrementa su area y la region de
En la Figura 2 se muestra la curva de calibracion utilizada en microemulsion se vuelve mas estrecha.

la cuantificacion de curcumina en etanol por espectroscopia
UV - Vis a 422 nm, en donde el coeficiente de correlacion del
ajuste es de 0.99985. Los limites de solubilidad de la
curcumina en los componentes individuales de los sistemas
estudiados se reportan en la Tabla 2 a partir del ajuste
obtenido de la curva de calibracion.

y =0.0059 + 0.01314x
12 1+ r2=0.99985

Amax = 422 nm

-
o
.
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e =
(-2} ©

o
'S
.

o
N
'
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
Concentracion (ug / mL)

Figura 2: Curva de calibracion utilizada para determinar la concentracion de
curcumina en etanol por espectroscopia UV - Vis.
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Figura 3: Comportamiento fasico observado del sistema Agua:(-)Lactato de
butilo:Brij R 010 a 25°C (arriba) y 37°C (abajo). Se muestra Unicamente la

region acuosa del diagrama de fases [16].

Las muestras con apariencia turbia revelaron curcumina
precipitada una vez que las fases se separaron y una fase de
microemulsion transparente y homogenea, por lo que se buscd
determinar el limite de solubilidad en las microemulsiones.
Adicionalmente se estudiaron dos lineas de dilucion que
abarcan la region de microemulsion en el diagrama con
proporciones masicas de 1:1y 3:7 de aceite:surfactante,
respectivamente. Estas lineas parten de la mezcla binaria
aceite:surfactante y pueden ser diluidas infinitamente con agua
como se muestra en la Figura 4.

Debido a que precipitd curcumina en las muestras preparadas
para estudiar el comportamiento fasico (Figura 3), se introdujo
un término que involucra la

Brij® 010
0.0

LC = Cristal liquido 0.3
L = Microemulsién
M = Multifésico

0.7

0.2

N7 aVAVA AVAYANAY
OWVW\“W”%%M

Figura 4: Lineas de dilucion estudiadas del sistema
Agua:(-) Lactato de butilo:Brij R O10 de proporciones masicas
(aceite:surfactante) 1:1 y 3:7.

fraccion de agua en la muestra (¢), como se muestra en la
Ecuacidn 2.

C = (LsMs+ LoMo)(1 —¢)(2)

Asumiendo 1g de muestra, la cantidad de cada componente se
puede expresar como se muestra en las Ecuaciones 3y 4.

Cu1: Mo=0,5(1 —¢); Ms=0,5(1 —¢) (3)

Cs7:Mo=0,3(1 —¢); Ms=0,7(1 —¢) 4)
Al insertar éstas sustituciones en la Ecuacion 2, el término (1
—¢) puede factorizarse y dar como resultado las Ecuaciones 5
y 6, en donde la variable M ajusta la cantidad de curcumina
para cualquier cantidad de muestra.

C11=0,5M(Ls+ Lo)(1 —¢) 2 (5)

C73=M(0,7Ls+ 0,3Lo)(1 —¢)? (6)
La Figura 5 presenta el comportamiento de las Ecuaciones 5 y
6 en porcentaje en peso para generalizar las expresiones a
cualquier cantidad de muestra, y puede observarse que los
valores determinados experimentalmente de la maxima
cantidad de curcumina solubilizada en las muestras hasta
precipitacion obedecen la tendencia del comportamiento de
las curvas.
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Figura 5. Méxima solubilidad observada (puntos) de curcumina en las
lineas de dilucién estudiadas 7:3 y 1:1 (surfactante:aceite) del
sistema Agua:(-) Lactato de butilo:Brij(R)010. Las lineas
continuas verde y roja representan las Ecuaciones 5 y 6,
respectivamente
010.

La viscosidad de las lineas de dilucion en funcién de la
cantidad de agua se reporta en la Figura 6, en donde los puntos
de interés se encuentran en las composiciones alrededor de las
areas rojas. Se propone que dichas composiciones representan
regiones de percolacion de las dispersiones para dar lugar a
una estructura bicontinua [15]. Para complementar esta
medicidn, se estudi6 el comportamiento de la conductividad
eléctrica de las lineas en funcion de la composicion.

Las mediciones de conductividad a 25°C y 37°C de las lineas
de dilucion reportadas en la Figura 4 se muestran en la Figura
7, en donde se incrementa el porcentaje de agua en el sistema
en 5 %. Iniciando en un sistema agua - en - aceite, alrededor
de 15 - 25 % agua se observa un incremento en la
conductividad debido la percolacion de gotas de agua en el
sistema [15, 17]. Posteriormente se observa un incremento en
la conductividad en un sistema bicontinuo, y se llega a un
maximo alrededor de 60 % agua correspondiente a un sistema
aceite-en agua. El incremento a la conductividad

debido a la temperatura se debe a que aumenta la mobilidad de
los acarreadores [17].

Viscosidad (cP)

0 t t + t t + + 0
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Fraccion de agua (¢)

Mediciones de viscosidad en funcion de la cantidad de agua de
las lineas de dilucién estudiadas del sistema ternario Agua:(-)
Lactato de butilo:Brij R

010 a 25 »C y 37°C. Las areas rojas indican las regiones de
interés.

Figura 6:

El umbral de percolacion se reporta en la Tabla 3, e indica la
composicién a partir de la cual ocurre una transicion a
estructura bicontinua conforme se incrementa la fraccion de
agua en la linea de dilucién presentada como la region roja
alrededor de 30 % agua en la Figura 7.

Tabla 3: Fracciones de agua las lineas de dilucion estudiadas a las cuales se
presentan los umbrales de percolacion a 25°C y 37°C.

Temperatura ("C) Linea ¢ ( Fraccion)

1:1 0.3
= 3:7 0.25
1:1 0.3
37 3.7 0.2

El tamafio de gota de muestras en la linea de dilucion se

reporta en la Figura 8, el cual en ninguna condicién sobrepasa
los 50 nm [18]. Ademés, en la Tabla 4 se reportan los tamafios
de gota de las muestras diluidas con medio bioldgico en vez de
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agua, los cuales de igual forma no presentan un tamafio mayor
a 50 nmaln y a 11 dias posteriores a su preparacion. Por lo
cual se puede afirmar que las microemulsiones estudiadas
presentan una adecuada estabilidad al interactuar con medio de
cultivo y por lo tanto es posible realizar ensayos biolégicos de
interaccidn con células.

Tabla 4: Tamafio de gota de las muestras diluidas con medio biolégico a 11
dias después de su formulacion.

Linea ¢ (Fraccion) d

(nm)
0.85 -
11 0.95 16.79
3.7 0.85 14.44
0.95 44.26
0T i ;; F25°c | s
—=— 11 °
—a— 7:3 } e O/W
150 +
- o/w
£
K
7
=100 +
x
w/0 w/o
50 +
Bicont.
0 - ; t } t : t t t

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
¢ (Fraccion)

Figura 7 Mediciones de conductividad en funcién de

la cantidad de agua de las lineas de dilucion estudiadas del
sistema ternario Agua:(-) Lactato de butilo:Brij R 010 a 25°C y
37°C. Las marcas rojas indican las regiones de interés.

CONCLUSIONES

Se logré formular microemulsiones con el sistema ternario
compuesto por Agua:(-) Lactato de butilo:Brij®010 a las
cuales se les pudo incorporar curcumina llegando a limites de
solubilidad de 3.11 % y 3.43 % ( %P/P) para las dos lineas de
dilucién estudiadas.

A través del estudio del comportamiento fasico del sistema, se
logré determinar las composiciones en las que ocurren las
transiciones estructurales de las microemulsiones mediante
mediciones de viscosidad y conductividad eléctrica, las cuales
se encuentran alrededor del 25 % y 60 % de agua para ambas
lineas de dilucidn.

Finalmente, el comportamiento del tamafio de gota en funcién
de la cantidad de agua en el sistema nunca sobrepasé los 50
nm adn y en presencia de medio bioldgico a 11 dias después
de haber formulado las muestras, lo que demuestra la
estabilidad coloidal de las microemulsiones con curcumina en
presencia de medio de cultivo y la posibilidad de realizar
ensayos bioldgicos.

40+

p |l

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Fraccion de agua (¢)

Figura8 Tamafio de gota calculado a 37°C para las
dos lineas de dilucion estudiadas.

TRABAJO AFUTURO

Como trabajo a futuro, se propone determinar el limite de
solubilidad de curcumina en las lineas de dilucion mediante
espectroscopia UV - Vis, asi como mediciones de
conductividad en funcion de la temperatura en las lineas de
dilucién para complementar los estudios realizados a las
temperaturas reportadas, la cuantificacion de curcumina en

17" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: “Industry, Innovation, And
Infrastructure for Sustainable Cities and Communities”, 24-26 July 2019, Jamaica.



funcién del tiempo para estudiar su posible degradacion en la
dispersion y la determinacion del LDso mediante pruebas de
inhibicion de crecimiento celular.
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