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RESUMEN 

 Los subproductos como el aceite esencial y extracto acuoso de la planta de 

romero (Rosmarinus Officinalis L.) han sido utilizados desde la antigüedad como 

fuente medicinal y alimentaria para el ser humano, debido a que durante muchos 

años se les ha atribuido prevención a muchas alteraciones fisiológicas, 

bioquímicas e histopatológicas, una de estas alteraciones es el daño hepático el 

cual puede ser ocasionado por diversos factores como el consumo de fármacos o 

el alcoholismo. Sin embargo, muchos de los componentes bioactivos de los 

subproductos del romero tienen limitaciones ya que son sensibles a ciertas 

condiciones ambientales y en algunos casos como el del aceite esencial su 

naturaleza hidrofóbica limita su aplicabilidad en diversas matrices alimentarias, es 

por eso, que en esta investigación se propuso el uso de las nanoemulsiones para 

solucionar dichas limitaciones y poder aprovechar de mejor manera los 

compuestos bioactivos del romero. Por consiguiente, el objetivo de este estudio 

fue elaborar y caracterizar nanoemulsiones aceite/agua (por sus siglas en ingles 

O/W) de aceite esencial de romero y probar su efecto hepatoprotector en un 

modelo in vivo. La fase oleosa de las nanoemulsiones consistió en aceite esencial 

de romero y la fase acuosa en extracto acuoso de romero y agua, como agente 

surfactante se utilizó una mezcla de Tween 40 y Span 20. Se utilizó ultrasonido a 

una amplitud de 30% y un tiempo de 10 min para disminuir el tamaño de partícula. 

Las siguientes mediciones fueron utilizadas para caracterizar a las 

nanoemulsiones: tamaño de partícula, índice de polidispersión (PDI), potencial ᶼ y 

actividad antioxidante. La nanoemulsión con mejores características fue utilizada 

en el modelo in vivo con un tamaño de partícula de 50.03nm, PDI de 0.2 y 

potencial ᶼ de -26.70. Los resultados obtenidos en el modelo in vivo, en cuanto al 

análisis de transaminasas, relación peso corporal hígado y pérdida de peso 

corporal indican que el aceite esencial de romero nanoemulsionado confiere un 

efecto hepatoprotector. 

Palabras clave: nanoemulsiones, aceite esencial de romero, Rosmarinus 

Officinalis L, hepatoprotector. 



 
 

SUMMARY 

By-products such as the essential oil and aqueous extract of the rosemary plant 

(Rosmarinus Officinalis L.) have been used since antiquity by humans as a 

medicinal and food source, because for many years they have been attributed with 

the property of prevent many physiological, biochemical and histopathological 

alterations, one of these alterations is the liver damage which can be caused by 

various factors such as drug use or alcoholism. However, many of the bioactive 

components of rosemary byproducts have many limitations because they are 

sensitive to certain environmental conditions and in some cases, such as essential 

oil, its hydrophobic nature limits its applicability in various food matrices, that is the 

reason why in this research is proposed the use of nanoemulsions to solve these 

limitations and to take better advantage of the bioactive compounds of rosemary. 

Therefore, the main objective of this work was to elaborate and characterize oil / 

water nanoemulsions (O/W) of rosemary essential oil and to test its 

hepatoprotective effect in an in vivo model. The oil phase of the nanoemulsions 

was rosemary essential oil and the aqueous phase was rosemary aqueous extract 

and water, as a surfactant a mixture of Tween 40 and Span 20was used. 

Ultrasound was used at an amplitude of 30% and a time of 10 min to decrease the 

particle size. The following measurements were used to characterize the 

nanoemulsions: particle size, polydispersity index (PDI), potential ᶼ and antioxidant 

activity. The nanoemulsion with better characteristics was used in the in vivo model 

with a particle size of 50.03nm, PDI of 0.2 and potential ᶼ of -26.70. The results 

obtained in the in vivo model, in terms of transaminase analysis, liver weight ratio 

and body weight loss, indicate that the nanoemulsified rosemary essential oil 

confers a hepatoprotective effect. 

Keywords: nanoemulsions, rosemary essential oil, Rosmarinus Officinalis L, 

hepatoprotector.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El ser humano ha tenido desde hace miles de años estrecha relación con 

las plantas, debido a su uso como fuente medicinal. En la actualidad las plantas 

siguen siendo importantes para desarrollar medicamentos y alimentos funcionales, 

ya que son una fuente importante de compuestos bioactivos. Una de las 

principales plantas que se ha investigado desde la antigüedad es el romero 

(Rosmarinus Officinalis L.), porque que se cultiva alrededor del mundo y es 

utilizada como condimento y aromatizante en la elaboración de algunos alimentos. 

Los subproductos más importantes del romero son su extracto acuoso y aceite 

esencial. 

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volátiles   

altamente utilizados en la industria, destacando principalmente en la alimentaria 

por su alta aplicabilidad en satisfacer las necesidades de los consumidores en 

cuanto a la inclusión de compuestos de origen natural que provean de mejores 

cualidades organolépticas y de conservación. Diversos estudios sugieren que el 

romero y sus subproductos pueden proporcionar beneficios a la salud, previniendo 

algunas alteraciones fisiológicas  como el daño hepático (ocasionado por diversos 

factores como el alcoholismo, virus y el consumo de algunos medicamentos), por 

lo cual es necesario aprovechar y potenciar los beneficios que pueden brindar los 

compuestos bioactivos de esta planta. La presente investigación propone el diseño 

de una nanoemulsión de aceite esencial y extracto acuoso de romero para mejorar 

el efecto hepatoprotector en un modelo de daño hepático in vivo. 
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2.  MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Romero y generalidades 

 

El  romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta aromática conocida y 

utilizada desde la antigüedad como condimento y con fines medicinales. La planta 

de romero ha sido un peso importante a lo largo de la historia de la humanidad 

debido a las propiedades que se le han atribuido  en diversas culturas (Villiera, 

2002).Un ejemplo es en los restos hallados en la primera dinastía faraónica, donde 

se solían colocar ramilletes de romero en las tumbas con  la finalidad de perfumar 

el viaje hacia el país de los muertos (De rivera & Obón, 1995) por otro lado griegos 

y romanos creían que el romero era la planta de la regeneración , creían que el 

romero simbolizaba el amor y la muerte , apareciendo desde entonces esta planta 

en bodas y funerales, como símbolo manifiesto de amor duradero y que ese 

vinculo jamás se rompería (López & Costa,1996; Brines et al., 2007).Hoy se 

emplea como planta digestiva y, por  vía externa, como rubefaciente. Sin embargo, 

hay estudios que demuestran otras propiedades terapéuticas que pueden resultar 

interesantes. 

La planta de Rosmarinus officinalis fue identificada por Lineo en 1753 

(Sánchez, 1980). Tradicionalmente se ha creído que la palabra “Rosmarinus” 

deriva de dos vocablos griegos “rhos, arbusto  y myrinos, aromático”, los cuales 

concuerdan perfectamente con las características de la planta (Morales, 2014), por 

otro lado el origen de la palabra “officinalis”, hace referencia a su aplicación como 

planta medicinal (Font Quer, 1999; Stuart, 1981). 

Taxonómicamente, el romero Rosmarinus officinalis L.  Es un subarbusto 

perfumado que pertenece a la familia de las labidas (Labiteae).  Puede medir de 

50 a 150 cm de altura y es perenne, frondoso y muy ramificado. Los principios 

activos se concentran en las hojas y, a veces, en la sumidad florida. Las primeras 

son opuestas, coriáceas y estrechamente lineares. Pueden llegar a medir hasta 3 

cm de largo y 4 mm de ancho, y sus márgenes enteros enrollados hacia abajo 
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hacen que parezcan casi cilíndricas. La cara superior de las hojas jóvenes es 

pelosa y de color verde intenso, las hojas adultas son glabras. 

La floración dura casi todo el año y produce flores labidas que se agrupan 

en inflorescencias densas, que se encuentran en las axilas de las hojas. La corola 

es azulada, rosa o blanca, con manchas violáceas en el interior y tienen dos 

estambres encorvados que están soldados a la corola y tienen un pequeño diente. 

Estas flores presentan dos labios bien marcados, el superior con dos lóbulos y el 

inferior con tres, de los cuales el intermedio es cóncavo y alargado. El fruto es una 

tetraquenio de color pardo (Tránsito, 2008). 

Toda la planta desprende un fuerte y aromático olor, algo alcanforado. Su 

sabor característico también es aromático, pero áspero y algo picante. 

Este arbusto, propio de zonas secas y áridas, es originario de la zona 

mediterránea, donde también se cultiva. De hecho, sus principales países 

productores son España, Marruecos y Túnez, pero también podemos encontrar 

esta planta en Oceanía, Asia y en América del sur, Centroamérica y algunas 

partes de norte América  La recolección se realiza entre los meses de abril a julio, 

y se conserva en cajas de cartón o bolsas de papel, en la Figura 1 se pueden 

observar las ramas de romero 

 

 

Figura1. Romero (Rosmarinus officinalis L.) (Petiwala y Johnson, 2015) 
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2.1.1 Composición química de romero 

En la planta se han identificado diversos compuestos químicos  los cuales 

han sido agrupados de manera general por diversos autores en ácidos fenólicos, 

flavonoides, aceite esencial , ácidos triterpénicos y alcoholes triterpénicos.(Caribe 

& Campos 1991, Botsaris 1995, Atti-Santos 2005, Ávila et al.,2011). 

De manera general las principales moléculas que se han identificado en el 

romero son las siguientes: 

Terpenoides: carnosol, ácido oleánico, ácido oleanólico, ácido 

acetiloleanólico, ácido ursólico y ácido acetilursólico (triterpenos), ácido 

carnosílico, rosmaridienol, 7-metoxirosmarol, α y β- amirenoma. 

Flavonoides: apigenia, diosmetina, diosmina, hispidulina, luteolina, 

cirsimarina, nepritina, sinensetina, cupafolina. 

Ácidos fenólicos: cafeico, clorogénico, labiático, neoclorogénico y 

rosmarínico. 

Diterpenos: carnosol, rosmanol, rosmadial. 

Ácidos triterpénicos (ácido ursólico). 

Alcoholes triterpénicos (α y β-amirina, betulósido). 

Además contiene taninos, azúcares y elementos minerales: 

• 1.11% de sodio 

• 1.06% de potasio 

• 0.63% de calcio 

• 0.23% de magnesio 

• 17ppm de hierro 

• 10 ppm de cobre 

• 26 ppm de zinc 

• 15 ppm de manganeso 
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2.1.2 Principales compuestos del (Rosmarinus Officinalis. L) 

 

• Carnosol diterpeno se ha convertido en una de las principales moléculas 

bioactivas del extracto de romero. Fue aislado por primera vez en 1942 a 

partir de Salvia carnosa y posee una amplia gama de actividades 

biológicas, es decir, antimicrobiana, neuroprotector, antioxidante anti-

inflamatoria (Altiner et al., 2007; Poeckel et al., 2008 & Johanson, 2011) y 

propiedades anti-cáncer (Dörrie, 2001; Lo et al., 2002; Huang et al., 2005; 

Visanji et al., 2006; Lo et al., 2002; Johanson, 2011 & Vergara et al., 2014). 

 

 

Figura 2. Estructura química de carnosol (Petiwala y Johnson, 2015) 

• El ácido carnósico es un diterpeno fénolico, fue descubierto por primera vez 

en Salvia officinalis L. (Linde, 1964). Más tarde, Wenkert et al., 1965 

encontró  ácido carnósico a niveles mucho más altos en hojas de 

Rosmarinus officinalis L. 

 

Figura 3. Estructura química de ácido carnosico (Petiwala y Johnson, 

2015) 
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• El ácido rosmarínico es un compuesto fenólico natural, es un éster de ácido 

cafeico y ácido láctico 3,4-dihidroxifenil. Se encuentra en plantas de la 

familia Lamiaceae y Boraginaceae, incluyendo romero, tomillo, salvia y 

orégano. De este modo el ácido rosmarínico se ha convertido en un 

producto valioso en la industria de alimentos, cosméticos y la industria 

farmacéutica. 

 

Figura 4.Estructura química del ácido rosmarínico (Sigma-Aldrich, 

2017) 

 

2.1.3 Actividad Biológica del romero 

En algunos estudios in vitro se ha demostrado que el ácido carnósico podría 

ser el componente antioxidante más activo, con una actividad tres veces superior 

al carnosol y siete veces superior que otros componentes sintéticos como el 

hidroxitolueno butilado e hidroxianisol butilado  (Cuvelier et al., 1996). Otros 

estudios in vitro indican que uno de los compuestos más importante para la 

actividad antioxidante sería el ácido rosmarínico (Thorsen et al., 2003). 

Pérez et al., (2010), han publicado que los ácidos rosmarínico, carnósico y 

carnosol, serían los responsables de la actividad antioxidante de los extractos de 

hojas de romero. Sin embargo, otra investigación afirma que la mayor actividad 

biología se alcanza al estudiar el extracto total de la planta, que podría tener un 

efecto de sinergismo entre todos componentes que forman los extractos de 

romero (Erkan et al., 2008). 



7 
 

Algunos estudios afirman que los compuestos antioxidantes de los extractos 

de romero pueden tener efectos fisiológicos actuando como un remedio eficaz 

frente a la depresión (Souza et al., 2012), actividad anticancerígena y actividad 

hepatoprotectora (Al-Attar et al., 2014). 

  Actividad antioxidante del romero 

 

Los antioxidantes son compuestos o sistemas que retrasan la autooxidación 

inhibiendo la formación de radicales libres o irrumpiendo la propagación del radical 

libre por uno o varios mecanismos. 

Se han realizado diversos estudios de la actividad antioxidante del romero, 

algunos de estos han confirmado que esta planta podría tener potencial como un 

antioxidante de origen natural. 

Los antioxidantes de origen natural son una buena alternativa a los 

antioxidantes convencionales, debido a su alto contenido de compuestos fenólicos 

y otros ingredientes activos que pueden prevenir eficazmente la iniciación o 

propagación de las reacciones de oxidación. Los subproductos del romero tienen 

propiedades antioxidantes más fuertes que algunos antioxidantes sintéticos como 

el BHA y BHT (Kumar et al., 2015). 

Erkan et al., (2008) evaluaron la actividad antioxidante de 3 compuestos 

puros del romero (ácido carnósico, ácido rosmarínico y sesamol), extracto de 

romero y aceite esencial de semilla negra, obteniendo como resultado que el 

extracto de romero presenta mayor actividad antioxidante que los compuestos 

puros y que el aceite de semilla negra, este resultado es atribuido al alto contenido 

fenólico del romero. 

Lin-Chen et al.,  (2006) realizaron un estudio sobre la actividad antioxidante 

de 23 plantas comestibles sometidas a digestión, una de las plantas analizadas 

fue el romero. Los resultados obtenidos reflejan que la planta de romero puede ser 

considerada como una fuente importante de antioxidantes de origen natural, para 
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prevenir algunos daños causados por el estrés oxidativo tales como daños 

cardiovasculares y diabetes mellitus. 

2.2 Aceite esencial de romero  (Rosmarinus officinalis L.) 

 

El uso de aceite de romero se remonta al año 1500 (Guenther, 1948). Antes 

de la refrigeración se inventó el aceite de romero con fines de conservación de 

alimentos, así como antiséptico y con fines astringentes (Bousbia et al., 2009). A 

través de los años, el área de utilización del aceite de romero no ha cambiado 

mucho, este aceite esencial se constituye principalmente por compuestos 

fenólicos (Baser & Buchbauer, 2010), y debido a esta composición, que implica 

principalmente monoterpenos como 1,8-cineol, α-pineno, alcanfor y  canfeno,  

tiene muchos efectos terapéuticos, entre los más conocidos antioxidante, 

antimicrobianos y anti cancerígenos, sin embargo la incorporación de   aceites 

esenciales a los alimentos presenta un reto tecnológico que implica su adecuada 

dispersión en la matriz alimentaria, el control de su interacción con otros 

ingredientes, así como la preservación de su actividad durante el tiempo 

requerido. Un posible enfoque para superar tales desafíos se basa en la 

encapsulación de los aceites esenciales, lo que puede contribuir a mejorar la 

protección de los compuestos bioactivos de la degradación química, así como a la 

dispersión en la parte acuosa de los alimentos y reducir el impacto de los aceites 

esenciales en las propiedades sensoriales y mejorar su actividad biológica 

mediante la promoción del transporte de masas. 

2.3 Emulsiones 

 

Son sistemas heterogéneos compuestos de dos fases liquidas inmiscibles, 

con una de ellas dispersa como gotas pequeñas en la otra, y un radio de 100nm a 

1000 nm. De acuerdo a la fase que constituye las gotas, hay dos tipos de 

emulsiones simples, aceite en agua (O/W) y agua en aceite (W/O) como se 

observa en la figura 5. Estos son sistemas inestables desde el punto de vista 

termodinámico debido a la relativamente alta energía libre positiva (tensión 
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superficial) asociada con el contacto entre las fases de aceite y agua 

(McClements, 2011), pero pueden llegar a ser cinéticamente estables mediante la 

adición de emulsionantes o estabilizadores. Las emulsiones convencionales 

tienden a ser ópticamente turbias u opacas, debido a que las gotitas contienen 

dimensiones similares a la longitud de onda de la luz (r ≈ λ), por lo que  la 

dispersan fuertemente (Rao & McClements, 2011). 

 

 

Figura 5. Emulsión W/O      y O/W       (Komaiko y McClements, 2016) 

 

Cuadro 1.Clasificación de emulsiones de acuerdo al tamaño de 

partícula y estabilidad termodinámica (McClements & Rao, 2011). 

Tipo de sistema Diámetro de 

partícula (nm) 

Estabilidad 

termodinámica 

Propiedades 

ópticas 

Emulsión 

convencional 
100-1000 Inestable Turbio/opaco 

Nano emulsión 10-100 Estable Turbio/Claro 

Microemulsión 2-100 Estable Turbio/Claro 

 

Existen algunos métodos para identificar el tipo de emulsión: 

 

1) Generalmente una emulsión O/W tiene una textura cremosa y las 

emulsiones W/O tienen un tacto graso. 

2) La emulsión se mezcla fácilmente con líquidos que son miscibles con el 

medio de dispersión. 
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3) Las emulsiones se colorean con facilidad con tintes que son solubles en 

el medio de dispersión. 

4) La conductividad eléctrica generalmente es mucho mayor en emulsiones 

O/W que en las W/O. 

 

2.3.2 Constituyentes de una emulsión 

Las emulsiones contienen al menos dos fases liquidas inmiscibles y un 

agente tensoactivo. La estabilidad de las emulsiones se puede conseguir usando 

agentes tensoactivos apropiados o estabilizadores, los cuales son responsables 

de alterar la tensión interfacial entre la fase continua y la fase dispersa. Las 

emulsiones de aceite en agua (O/W) son de gran importancia en la industria 

alimentaria y también se utilizan para la encapsulación de componentes 

funcionales lipofílicos como antimicrobianos, nutracéuticos y vitaminas en la 

industria alimentaria (McClements, 2005). 

2.3.2.1 Fase acuosa. 

 

La proporción en que cada fase se presenta en la emulsión es de gran 

importancia puesto que ella condiciona normalmente el tipo de emulsión, 

viscosidad, estabilidad y determina además la calidad y cantidad del emulsificante 

a emplear. La fase acuosa utilizada para preparar una emulsión comúnmente 

consiste en agua pero también puede contener una variedad de otros 

componentes polares, incluyendo co-solventes (como alcoholes o polioles), 

carbohidratos, proteínas, minerales, ácidos y bases. El tipo y concentración de 

estos componentes determinan la polaridad, tensión interfacial, índice de 

refracción, reología, densidad, comportamiento de las fases, pH, y fuerza iónica de 

la fase acuosa que, en conjunto, impactarán la formación, estabilidad y las 

propiedades fisicoquímicas de la emulsión producida (McClements y Rao, 2011). 
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2.3.2.2 Fase oleosa 

 

La fase oleosa para preparar emulsiones puede ser constituida por varios 

componentes no polares, incluyendo triacilglicéridos, diacilglicéridos, 

monoacilglicéridos, ácidos grasos libres, aceites esenciales, saborizantes y 

nutracéuticos lipófílicos (McClements y Rao, 2011). 

  2.3.2.3Emulsificantes 

La selección de un emulsificante apropiado es uno de los factores más 

importantes a considerar para el diseño apropiado de una emulsión o 

nanoemulsión. Un emulsificante es una molécula de superficie activa que es capaz 

de adsorberse en la superficie de las partículas, lo que facilitara la disrupción y 

protegerá contra la agregación (Kralova y Sjoblom, 2009).  

 

Si sólo una fase oleosa y una fase liquida son homogenizadas juntas, el 

sistema normalmente se rompería rápidamente por una variedad de diferentes 

mecanismos, incluyendo floculación de gotas, coalescencia, maduración de 

Ostwald y separación gravitacional. Por esta razón, es a menudo necesario añadir 

varios tipos de estabilizadores. 

 

 Los emulsificantes se clasifican de acuerdo a  sus características eléctricas 

en iónicos, no iónicos y bipolares (McClements, 2005).Surfactantes iónicos 

pueden ser usados para formar nanoemulsiones por varios métodos de baja y alta 

energía. Su utilización podría estar limitada en productos donde altos niveles de 

surfactante son requeridos porque causan irritación (Sol et al., 2006). Surfactantes 

no iónicos han sido ampliamente usados en la formación de nanoemulsiones 

debido a su baja toxicidad, ausencia de irritabilidad, y capacidad para formar con 

facilidad nanoemulsiones por ambos métodos alta energía y baja energía. 

Surfactantes bipolares pueden tener carga negativa, positiva o neutra 

dependiendo del pH de la solución, algunos surfactantes bipolares son los 

fosfolípidos que poseen el estatus (GRAS) generalmente reconocido como seguro, 

por lo cual pueden ser utilizados en la elaboración de emulsiones alimentarias. 
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2.3.3 HLB (Balance Hidrofílico Lipofílico) 

Griffin en 1949 empleó el concepto HLB que se basa en un método 

experimental que consiste en atribuir un número de HLB a los agentes 

emulsionantes a partir de datos relativos a la estabilidad de una emulsión. Este 

número HLB representa implícitamente varios parámetros y da el balance 

hidrofílico – lipofílico del sistema.   

 

Griffin determinó que los surfactantes pueden mezclarse siguiendo una 

regla lineal basada en fracciones en peso. 

 

𝐻𝐿𝐵𝑀 = 𝑥1𝐻𝐵𝐿1 + 𝑥2𝐻𝐵𝐿2 

 

Donde  𝐻𝐵𝐿1 y 𝐻𝐵𝐿2 son los números  𝐻𝐿𝐵 de los sufractantes 1 y 2, 

𝑥1 𝑦 𝑥2 sus fracciones en peso en la mezcla y 𝐻𝐿𝐵𝑀 , el 𝐻𝐿𝐵 de la mezcla de 

surfactantes, 

 

Variando las fracciones de “x”, se puede obtener una serie continua de 𝐻𝐿𝐵 

entre los dos valores extremos. La regla de mezcla permite, igualmente, extender 

la escala fuera de los límites 1-20 como se observa en la figura 6 que 

corresponden a los dos surfactantes de referencia.  
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Figura 6. Escala de HLB y usos por afinidad. 
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Cuadro 2. Escala de valores de balance hidrofílico lipofílico de Griffin para 

algunos de los surfactantes  (Salaguer, 1998). 
 

Nombre Surfactante HLB 

Span 85 Trioleato de sorbitol (NI) 1.8 

Span 65 Triestearato de sorbitol (NI) 2.1 

Span 80 Monooleato de sorbitol (NI) 4.3 

Span 60 Monoestearato de sorbitol (NI) 4.7 

Span 40 Monopalmitato de sorbitol (NI) 6.7 

Span 20 Monolaurato de sorbitol (NI) 8.6 

Tween 81 Monooleato sorbitán con poli-EO (NI) 10.0 

Tween 65 Triestearato sorbitán con poli-EO (NI) 10.5 

Tween 21 Monolaurato sorbitán con poli-EO (NI) 13.5 

Tween 60 Monolaurato sorbitán con poli-EO (NI) 14.9 

Tween 80 Monooleato sorbitán con poli-EO (NI) 15.0 

Tween 40 Monopalmitato sorbitán con poli-EO (NI) 15.6 

Tween 20 Monolaurato sorbitán con poli-EO (NI) 16.7 

Triton x-15 Octil-fenol-1,5 EO (NI) 3.6 

Triton x-35 Octil-fenol-3,5 EO (NI) 7.8 

Triton x-45 Octil-fenol-4,5 EO (NI) 10.4 

Triton x-114 Octil-fenol-7,5 EO (NI) 12.4 

Sipex SB Dodecil sulfato de sodio (AI) 40.0 

Sipon L-22 Dodecil sulfato de amonio (AI) 31.0 

Sipon LT6 Dodecil sulfato de trietanolamina (AI) 34.0 

Neodol 25-7 Alcohol primario (C12-15) poli-EO (NI) 12.0 
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 2.3.5 Nanoemulsiones 

Una nanoemulsión se compone de una fase lipídica dispersada en una fase 

continua acuosa, cada gotita de aceite está rodeada de una capa delgada que 

consiste en moléculas interfaciales del emulsionante (Tadros et al., 2004; Acosta, 

2009). Usualmente, las nanoemulsiones son altamente estables a la separación 

gravitacional, debido al pequeño tamaño de partícula. También tienen buena 

estabilidad frente a la agregación de gotitas porque la distancia de fuerzas de 

atracción que actúan entre las ellas disminuye con la reducción del tamaño de 

partícula, mientras que la distancia de repulsión estérica es menos dependiente 

del tamaño de partícula (Tadros et al., 2004). Las nanoemulsiones son más 

estables termodinámicamente comparadas con las emulsiones convencionales 

bajo un rango de condiciones diferentes. Esta estabilidad se deriva de su pequeño 

tamaño y monodispersidad lo que implica que se pueden diluir sin cambiar la 

distribución del tamaño de gota. 

Las nanoemulsiones se pueden utilizar para encapsular componentes de 

los alimentos funcionales en la interfase aceite/agua o en toda la fase continua del 

sistema (Weiss et al., 2008). 

2.3.5.1 Formulación de nanoemulsiones 

 

Las nanoemulsiones pueden ser producidas usando diferentes de métodos, 

los cuales son clasificados como de alta energía o de baja energía. Los de alta 

energía para la preparación de nanoemulsiones se pueden clasificar en  

homogenización de alta presión (Quintanilla y Carvajal, 2010), el método de 

ultrasonido (Sanguansri y Augustin, 2006) y dispositivos de alta velocidad (Anton 

et al., 2008). 
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• Métodos de alta energía 

 

• Homogenizador con válvula de alta presión 

Los homogenizadores con válvula de alta presión son probablemente el 

método más común de producir emulsiones convencionales con pequeños 

tamaños de gota en la industria alimentaria (Schubert & Behrend, 2003; Schubert 

& Engel, 2004). 

Se produce generalmente una emulsión gruesa usando un mezclador de 

alto cizallamiento y después se alimenta directamente en la entrada del 

homogenizador de válvula de alta presión. El homogenizador tiene una válvula 

que empuja la emulsión gruesa dentro de una cámara sobre su espalda y luego la 

fuerza a pasar a través de una válvula estrecha en el extremo de la cámara hacia 

adelante. A medida que la emulsión pasa a través de la válvula experimenta una 

combinación de intensas fuerzas disruptivas que hacen que las gotas más 

grandes se vuelvan más pequeñas (McClements & Rao, 2011). 

 

• Microfluidizador 

Un microfluidizador es similar en diseño a un homogenizador de alta 

presión, ya que implica el uso de altas presiones para forzar una pre-emulsión 

a pasar a través de un orificio estrecho para facilitar la disrupción de las gotas. 

Sin embargo el diseño de los canales a través de los cuales se hace pasar la 

emulsión es diferente a los del homogenizador de alta presión. Los 

microfluidizadores utilizan una bomba de alta presión de desplazamiento 

positivo (500 – 20 000 psi). El producto fluye a través de los microcanales en 

un área de incidencia resultante en partículas muy finas de gama 

submicrónica. Las dos soluciones (fase acuosa y fase oleosa) se combinan 

entre sí para producir una emulsión convencional, la cual se introduce en un 

microfluido-ecualizador donde se procesa adicionalmente para obtener una 

nanoemulsión estable. La emulsión se hace pasar a través de la cámara de 



17 
 

interacción del microfluidizador varias veces hasta que se obtiene el tamaño de 

partícula deseado. La emulsión a granel se filtra a continuación a través de un 

filtro en atmósfera de nitrógeno para eliminar las gotas grandes resultantes 

para obtener una nanoemulsión uniforme (Lovelyn & Attama, 2011). Los 

microfluidizadores se han utilizado tradicionalmente en la industria 

farmacéutica para producir emulsiones, también se han utilizado en la industria 

alimentaria  en productos como bebidas, emulsiones con sabor, nutracéuticos 

en emulsiones y leche homogenizada. 

 

• Homogenizadores ultrasónicos 

 

Los homogenizadores ultrasónicos o sonicadores utilizan ondas 

ultrasónicas de alta intensidad para crear fuerzas disruptivas intensas 

necesarias para la ruptura de fases agua y aceite en gotas muy pequeñas  

figura 5 (Kent et al., 2006; Lin & Chen, 2006; Leong et al., 2009). En estos 

equipos la punta del sonicador se coloca dentro del líquido a homogeneizar, 

donde se generan vibraciones mecánicas intensas que conducen a efectos 

de cavitación como se observa en la figura 7, es decir, la formación, 

crecimiento y colapso de pequeñas burbujas en el líquido. Para la 

homogenización eficaz y uniforme es importante asegurar que la emulsión 

pasa el tiempo suficiente dentro de la región en la que se produce la 

disrupción de las gotas. El tamaño de las gotas producidas utilizando un 

dispositivo ultrasónico tiende a disminuir a medida que aumenta la 

intensidad de las ondas ultrasónicas (McClements & Rao, 2011). 
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Figura 7. Ultrasonido. 

 

• Métodos de baja energía 

Los métodos de baja energía se clasifican en emulsión de membrana 

(Sanguansri & Augustin 2006), emulsificación espontánea (Anton et al., 2008), 

desplazamiento de solvente (Yin et al., 2009) y fase punto de inversión 

(Sadurní et al., 2005). 

Los métodos de baja energía son interesantes, ya que utiliza la energía 

almacenada del sistema para formar pequeñas gotas. Esta emulsión puede ser 

provocada por el cambio de los parámetros que podrían afectar el balance 

hidrófilo-lipófilo (HLB) del sistema como la temperatura, composición, etc. (Lovelyn 

y Attama, 2011). La formación de emulsiones utilizando métodos de bajo consumo 

energético se basa en la formación espontánea de gotas. Estos métodos suelen 

ser más eficaces en la producción de pequeños tamaños de gota que los enfoques 

de alta energía, pero son a menudo más limitados en los tipos de aceites y 

emulsificantes que pueden ser utilizados.  

 

Una vez alterado el tamaño de las partículas dentro del intervalo de 

nanómetros, por medio de las metodologías ya descritas, hace que se comporten 

de manera diferente en el cuerpo humano lo que influye en su absorción, 

Sonda piezoeléctrica. 

Fenómeno de cavitación. 

El fenómeno de cavitación ocasiona la implosión 

de las partículas  y genera corriente en el líquido 

que corta a las gotas en gotas más pequeñas.  
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distribución, metabolismo y excreción. En general, el destino biológico de una 

nanopartícula depende de sus características físico-químicas iniciales tales como 

composición, estructura, dimensiones, propiedades interfaciales y su estado físico 

(McClements, 2013). 

2.3.5.2 Destino de una emulsión in vivo: después de la ingestión oral 

 

Las emulsiones pueden ser matrices ideales para la encapsulación y 

administración de compuestos bioactivos lipofílicos. El diseño y la fabricación de la 

matriz portadora es un paso crítico para lograr este objetivo, y esto está 

relacionado con el proceso fisiológico de la digestión de los lípidos en el estómago 

y el intestino delgado. Las partículas de aceite emulsionadas se hidrolizan por la 

lipasa gástrica durante la digestión gástrica y se liberan diacilgliceroles, 

monoacilgliceroles y ácidos grasos libres. La hidrólisis de lípidos continúa en el 

estómago hasta que se libera 10-30% de los ácidos grasos libres (Armand, 2007), 

los productos de digestión del quimo se transfieren al duodeno, donde las lipasas 

pancreáticas continúan el proceso de digestión de los lípidos. En presencia de 

lípidos digestibles, las pequeñas moléculas de lípidos se mezclan con fosfolípidos, 

sales biliares, colesterol y forman una compleja mezcla de nanoestructuras 

coloidales (micelas mixtas, vesículas y cristales líquidos) capaces de encapsular 

bioactivos no polares (Mullertz et al., 2012). La digestión de lípidos continua en el 

intestino delgado donde estas dispersiones coloidales complejas se solubilizan en 

el lumen, se absorben en los enterocitos por difusión pasiva y se empacan en 

quilomicrones antes de ingresar a la circulación sistémica a través del sistema 

linfático. 

Tras la administración oral, las nanoemulsiones entran en el tracto 

gastrointestinal y se someten a una variedad de condiciones ambientales. Persson 

y colaboradores  (2014) surgieron con una teoría que la respuesta post-prandial se 

estimula parcialmente en tales casos. La estimulación del mecanismo de 

detección de lípidos en el tracto gastrointestinal conduce a la secreción de lipasas 

gástricas que comienzan la digestión fraccionada de triacilglicéridos de cadena 
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larga y triacilglicéridos de cadena media que forman la nanoemulsión para 

producir di-glicéridos, mono-glicéridos y ácidos grasos libres más simples. A 

menor tamaño de partícula de la nanoemulsión se acelera la actividad de la lipasa. 

La digestión del componente oleoso libera el compuesto bioactivo que por lo 

general sufre precipitación. En otro caso el compuesto bioactivo solo puede 

separarse de la gotita de aceite en el entrono acuoso circundante. Presencia de 

aceites y productos de digestión de aceite en el tracto gastrointestinal (GI) 

estimulan la secreción de bilis y retrasan la motilidad del tracto GI. Los 

componentes de la bilis ayudan en la solubilización  de nanoemulsiones actuando 

como tensoactivos endógenos y pueden formar estructuras coloidales conocidas 

como micelas mixtas. La bilis y las micelas mixtas preexistentes solubilizan 

adicionalmente el compuesto bioactivo libre y lo transportan a través de la capa de 

difusión acuosa no agitada para la absorción. 

2.4 Morfofisiología del hígado humano 

 

El hígado es la glándula de mayor volumen en el cuerpo humano, con un 

peso aproximado de 1.4 kg en un adulto promedio, siendo el órgano en segundo 

lugar en tamaño sólo detrás de la piel. Se localiza la parte inferior del diafragma 

del lado derecho en la cavidad abdominal como se muestra en la Figura 8. 

 

Figura 8. Ubicación del hígado humano (Pinterest, 2017) 
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El hígado recibe sangre de dos fuentes, sangre oxigenada de la arteria 

hepática y recibe, de la vena porta hepática, sangre desoxigenada que contiene 

nutrientes, fármacos y, en ocasiones microorganismos y toxinas recién absorbidos 

del tubo digestivo. 

El hígado desempeña varias funciones en el organismo como son:  

• Producción de bilis: este órgano sintetiza ácidos biliares que son 

excretados  al duodeno a través de la vía biliar, siendo necesaria 

para la absorción de los compuestos lipídicos en el tracto intestinal. 

• Metabolismo de los carbohidratos: gluconeogénesis, glucogenolisis 

glucogenogénesis. 

• Eliminación de insulina y otras hormonas. 

• Metabolismo de los lípidos: síntesis de colesterol y triglicéridos. 

• Síntesis de factores de coagulación 

• Detoxificación de la sangre: en este órgano los productos tóxicos 

llevan a cabo una serie de reacciones de transformación que los 

convierte en productos más hidrofílicos y por tanto más fácilmente 

excretables por vía urinaria. 

• Transformación de amonio a urea. 

• Deposito de múltiples sustancias, como glucosa (en forma de 

glucógeno), vitamina B 12, hierro y cobre (González, 2011). 

2.5 Morfología del hígado de la rata Wistar. 

 

La rata de laboratorio (Rattus norvegicus albinus o rata de la cepa Wistar) 

ha sido utilizada como modelo para investigaciones médicas, biológicas y de 

diversa índole desde hace mucho tiempo, es la especie más empleada teniendo 

en cuenta el volumen de información existente acerca de ella (Möller y Vázquez, 

2011).  
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El hígado se ubica sobre la cara caudal del diafragma extendiéndose a 

ambos lados del pleno mediano desde el arco costal derecho hasta el izquierdo, 

presenta para su estudio las caras: parietal (craneal) de forma convexa 

relacionada al músculo del diafragma y una cara visceral (caudal) cóncava 

relacionada al estómago y parte craneal del duodeno. Está dividido como se 

observa en la Figura 9 en los lóbulos derechos (lateral 1 y medial 2), izquierdos 

(lateral 4 y medial 5), 6 cuadrado (muy pequeño) y caudado el cual presenta los 

procesos caudado y papilar (subdividido en parte dorsal y ventral). El proceso 

caudado toma contacto con el riñón derecho y el proceso papilar a cabalga sobre 

la curvatura menor del estomago. 

 

Figura 9.hígado de rata Wistar: 1. Lóbulo lateral derecho; 2.Lóbulo medial derecho; 
4.Lóbulo lateral izquierdo; 5.Lóbulo medial izquierdo; 6.proceso caudado del lóbulo 

caudado (Möller y Vázquez, 2011). 

 

2.6 Etiología de afecciones hepáticas 

 

El hígado tiene  una notable capacidad para regenerarse después de una 

lesión o inflamación y posee reservas de nutrientes a las cuales puede recurrir 

cuando es lesionado, sin embrago, debido a que es tan complejo, es susceptible a 

desarrollar una gran variedad de trastornos, algunos de los cuales son causados 
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por exceso en  el consumo de alcohol o medicamentos, otros por infecciones 

como hepatitis vírica, cáncer y otros trastornos metabólicos. Cuando este órgano 

es afectado específicamente por hepatitis vírica, sus hepatocitos son lesionados o 

destruidos. Inicialmente puede tolerar y compensar el daño, debido a su capacidad 

regenerativa. Esta fase de la enfermedad hepática se denomina enfermedad 

hepática compensada, porque el hígado puede continuar todas sus funciones. 

Cuando el daño hepático es grave, ya no se puede regenerar el tejido hepático, y 

sus capacidades para filtrar y almacenar nutrientes se ven afectadas por el tejido 

cicatricial, esa fase terminal de la enfermedad hepática se denomina enfermedad 

hepática descompensada, porque el hígado no puede compensar la lesión que se 

está produciendo (Informe de PKID sobre la hepatitis pediátrica, 2003). 

• Toxicidad hepática: Más de 1.000 fármacos pueden inducir toxicidad 

hepática, y el riesgo aumenta cuando la dosis diaria es superior a 50 mg o 

cuando el hígado está altamente implicado en la metabolización del 

fármaco. El mecanismo principal del daño hepático inducido por fármacos 

es el de disfunción mitocondrial y dismetabolismo lipídico, causado por el 

propio fármaco y / o por los metabolitos reactivos generados. La disfunción 

mitocondrial puede tener otras consecuencias nocivas, tales como estrés 

oxidativo, deficiencia energética, esteatosis por acumulación de triglicéridos 

y muerte celular. En asociación con la obesidad y la diabetes, los fármacos 

pueden inducir lesión hepática aguda, esteatosis e incluso esteatohepatitis, 

lo que puede conducir a la cirrosis (Vera et al., 2013 

 

Otro tipo de toxicidad hepática es el hierro inducido. El hierro es un 

componente esencial del cuerpo que participa en un gran número de 

reacciones biológicas. Está presente en forma funcional en moléculas tales 

como citocromos, hemoglobina, mioglobina y enzimas dependientes del 

hierro, y un buen balance de hierro es necesario para evitar 

enfermedades. La sobrecarga de hierro puede ser causada por una amplia 

gama de condiciones adquiridas y hereditarias, como la hemocromatosis 

hereditaria , y esta condición se asocia con diversos efectos tóxicos, de los 
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cuales el más común es el daño hepático, con la deposición excesiva de 

hierro dando lugar a fibrosis y cirrosis. 

 

La capacidad del hígado para metabolizar y ayudar a excretar xenobióticos 

hace que sea muy susceptible a daño, que puede ser reversible, pero 

también puede conducir a insuficiencia hepática fulminante y la muerte. La 

administración de altas dosis de tioacetamida (TAA) a ratas causa fibrosis, 

mientras que la cirrosis es provocada por dosis periódicas más bajas, 

acompañadas de altos niveles de ROS, la producción de moléculas pros 

inflamatorias y la activación de HSCs. 

 

En humanos y animales, la hepatotoxicidad es el principal resultado de la 

exposición al tetracloruro de carbono (CCl 4). Las alteraciones bioquímicas 

(niveles elevados de enzimas hepáticas en la sangre y pérdida de 

actividades enzimáticas en el hígado), o el examen histológico 

(degeneración grasa y necrosis de hepatocitos centrales, hematopenia, 

destrucción de organelos intracelulares, fibrosis y cirrosis). En ausencia de 

signos clínicos, niveles elevados de enzimas séricas como alanina 

aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa 

alcalina y gamma glutamil transferasa pueden proporcionar evidencia de 

lesión hepatocelular (Vera et al., 2013). 

 

2.7 Pruebas directas de la función hepática 

 

2.7.1 Pruebas para la detección de lesiones hepatocitarias (enzimas séricas) 

Las transaminasas son enzimas que catalizan la reacción de transferencia 

del grupo amino (-NH2) de un aminoácido a un α-cetoglutarato (un α-cetoácido). 

Estas enzimas son importantes en la producción de varios aminoácidos, y su 

medición en sangre se utiliza para diagnosticar y rastrear muchas enfermedades, 

y en especial para evidenciar la presencia de daño hepático. 

https://www.muydelgada.com/wiki/Enzimas/
https://www.muydelgada.com/wiki/Amino%C3%A1cidos_esenciales/
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Aminotransferasas o transaminasas (TGO Y TGP) 

Las enzimas con actividad transaminasa se encuentran localizadas en las 

mitocondrias y en el citosol de las células eucariotas. En enzimología clínica, son 

importantes estas enzimas, la transaminasa glutámico pirúvica (TGP) o amino 

transferasa de alanina (ALAT), y la transaminasa glutámico oxalacética (TGO) o 

amino transferasa de aspartato (ASAT) (Álvarez y Amezcua, 1994). 

La TPG, en orden decreciente de concentración, se encuentra en los 

siguientes órganos: hígado, riñón, corazón, musculo estriado y páncreas. Los 

niveles séricos de TGP se manifiestan considerablemente elevados en lesiones 

agudas del hepatocito (Álvarez y Amezcua, 1994). 

Los tejidos en los cuales se encuentra la TGO son: corazón, hígado, 

musculo estriado, riñón y páncreas. Las cifras séricas de TGO aumentan 

considerablemente en lesiones agudas tanto del corazón como del hígado 

(Álvarez y Amezcua, 1994).  
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3. ANTECEDENTES 

 

Las nanoemulsiones fabricadas con ingredientes de calidad grado 

alimenticio están siendo utilizadas cada vez más en la industria de alimentos para 

encapsular, proteger y suministrar componentes funcionales lipófilos, tales como 

lípidos biológicamente activos como ácidos grasos, vitaminas, conservadores y 

nutracéuticos (McClements & Rao; 2011). Los aceites esenciales se les ha 

adjudicado poder antioxidante y antimicrobiano,  pueden ser encapsulados para 

proteger sus componentes activos a la oxidación y volatilización así como para 

mejorar su solubilidad en agua y enmascarar sabores para mejorar sus 

características organolépticas. 

Algunos estudios se han centrado en la conservación de alimentos sólidos 

con aceites esenciales lo cual requiere el uso de vehículos adecuados, tales como 

nanoemulsiones, que son capaces no sólo para promover la dispersión de la parte 

acuosa de alimentos, sino también para mejorar la transferencia de masa dentro 

de la matriz del alimento (Donsi, et al., 2014). El interés creciente hacia productos 

alimenticios “más verdes”, donde la seguridad está garantizada sin el uso de 

aditivos sintéticos, ha estimulado el estudio de los aceites esenciales como 

compuestos antimicrobianos. Sin embrago, con el fin de superar limitaciones 

relacionadas con su naturaleza lipofílica, el uso de aceites esenciales requiere su 

encapsulación en un vehículo adecuado (Donsi, et al., 2014). 

Actualmente ha crecido el interés de los productos antioxidantes naturales 

como tratamiento contra daño hepático, teniendo en cuenta el papel del estrés 

oxidativo en su patogénesis. Rašković y colaboradores (2014) utilizaron aceite 

esencial de romero para evaluar su efecto hepatoprotector en ratas Wistar con 

daño hepático inducido por CCl4, ya que este aceite es uno de los más utilizados 

en la industria alimentaria por su poder capacidad antioxidante, y determinaron 

que además de tener buena capacidad antioxidante por el bloqueo de radicales 

libres que ejerce, también es capaz de mediar el daño hepático al activar los 

mecanismos de defensa fisiológica. 
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Al Attar et al., (2014) determinaron la actividad protectora de extracto de 

hojas de romero sobre cirrosis hepática inducida por tioacetamida en ratas macho 

Wistar. Obteniendo como resultados la indicación que el extracto de romero posee 

propiedades hepatoprotectoras contra la cirrosis hepática y ellos adjudican esta 

actividad a los compuestos antioxidantes presentes en la planta de romero. 
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4.  JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En los últimos años ha sido reportado un alto número de  pacientes con 

daño hepático alrededor del mundo, se estima que existen 800,000 muertes 

anuales en el mundo atribuidas a enfermedades por daño hepático, una de las 

enfermedades hepáticas considerada un problema de salud pública y de prioridad 

nacional es la cirrosis hepática, ya que es la tercer causa de mortalidad en 

hombres y la séptima en mujeres. 

Por tal motivo en los últimos años el consumidor ha demandado productos 

alimentarios que les transmitan beneficios a la salud por medio de componentes 

bioactivos de origen natural, como consecuencia  la necesidad de la industria de 

alimentos en explorar e investigar nuevas fuentes alimentarias que tengan 

compuestos bioactivos y así brindar salud a los consumidores. Una de estas 

fuentes alimentarias son las plantas como el romero y sus subproductos como el 

aceite esencial y extracto acuoso a los que se les han atribuido beneficios a la 

salud, sin embargo estos subproductos presentan ciertas limitaciones ambientales 

o su característica hidrofóbica en el caso del aceite esencial las cuales provocan 

que no sean aprovechados al máximo. Por esta razón es necesario mantener en 

buen estado los componentes bioactivos para que puedan llegar a su sitio de 

acción, lograr una mejor absorción y biodisponibilidad para aprovecharlos de mejor 

manera. También se deben explorar nuevas tecnologías que puedan lograr 

mantener, dirigir y liberar los compuestos bioactivos hasta su sitio de acción, una 

tecnología que ha tomado fuerza en los últimos años es la formulación de 

emulsiones y nanoemulsiones  las cuales al reducir su tamaño de partícula se 

convierten en sistemas estables y pueden ser utilizadas para aprovechar algunos 

compuestos bioactivos. 
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5. OBJETIVOS E HIPÓTESIS  

5.1 Objetivo general 

 

Diseñar nanoemulsiones aceite en agua (O/W) de aceite esencial y extracto 

acuoso de romero, así como evaluar su efecto hepatoprotector en un modelo 

murino. 

5.2 objetivos particulares 

 

• Determinar la relación óptima surfactante-aceite esencial de romero y 

relación fase oleosa-fase acuosa, con base en el tamaño de partícula, PDI y 

potencial ᶼ, para utilizar en el sistema in vivo. 

• Evaluar actividad antioxidante de las nanoemulsiones utilizando tres 

métodos analíticos. 

• Evaluar la actividad de transaminasas en suero de ratas sometidas a un 

modelo murino de daño hepático inducido químicamente. 

6.  HIPÓTESIS 

 

Las nanoemulsiones O/W de aceite esencial de romero y extracto acuoso 

de romero aumentan la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos del romero 

y su actividad antioxidante produciendo un efecto hepatoprotector que se percibe 

por la actividad de las transaminasas. 
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.2  Materia prima. 

 

• Para la elaboración de emulsiones aceite en agua (O/W)  el aceite 

esencial de romero fue adquirido en AMCO INTERNACIONAL S.A 

DE C.V. 

• Hojas de romero fueron adquiridas en Droguería Cosmopolita.  

• Los surfactantes utilizados fueron  Monolaurato de sorbitán  (Tween 

40; HLB 15.6)  y Monolaurato de sorbitán  (Span 20; HLB 8.6) 

adquiridos en sigma Aldrich. 

• Los reactivos para la evaluación de la capacidad antioxidante fueron 

DPPH •, ABTS y FRAP. 

• Tioacetamida adquirido en Sigma Aldrich. 

• kit de determinación de transaminasas adquirido en Grupo MexLAB. 

6.3 Equipos  

• Homogenizador , Wiggen Hauser 

• Procesador Ultrasónico Cole Parmer 20KHz 

• ZETASIZER Malvern, Nano-ZS 

• Centrífuga de laboratorio Eppendorf 5804R 

• Espectrofotómetro Thermo Scientific Multiskan 

• Balanza analítica VELAB, LA 204 

• Potenciometro HANNA, HI9811-5 
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6.4 Métodos 

  

 

                                        Figura 10. Etapas de la investigación 

6.4.1 Elaboración del extracto acuoso 

Se elaboró por extracción sólido-líquido a temperatura de ebullición y se 

mantuvo en agitación constante durante 1 h en una proporción 1:6 relación hoja 

seca de romero: agua,  posteriormente se filtró, se centrifugó a 4750 rpm a una 

temperatura de 4 °C y se midieron °Brix para estandarizar la concentración de 

sólidos solubles. Se obtiene el sobrenadante y se almacena en refrigeración. 

 

 

 



32 
 

6.4.2  Elaboración de la emulsión 

La elaboración de la emulsión se llevó a cabo de acuerdo a la dosis 

requerida en el modelo in vivo 10 mg/kg de aceite esencial y 200 mg/kg de 

extracto acuoso de romero, para estandarizar la dosis el extracto acuoso fue 

liofilizado. La fase oleosa consistió en aceite esencial de romero,  la fase acuosa 

en extracto de romero y el tensoactivo consistió en una mezcla de Tween 40 (HLB 

15.6) y Span 20 (HLB 8.6) para determinar el HLB requerido se utilizaron números 

de HLB de 10 a 15. 

%(𝑎) =
(𝑋 − 𝐻𝐿𝐵𝑏)

𝐻𝐿𝐵𝑎 − 𝐻𝐿𝐵𝑏
𝑥100 

 

%(𝑏) = 100 − % (𝑎) 

Donde: 

X= número de HLB que se requiere 

HLB b= número de HLB del surfactante b (Span 20) 

HLB a= número de HLB del surfactante a (Tween 40) 

 

La fase oleosa se fijó en 0.3% para cumplir los requerimientos de la dosis   

de aceite esencial (10 mg/kg) reportada por (Rašković et al., 2014).Una vez fijada 

la cantidad de fase oleosa se realizaron 4 formulaciones variando la cantidad de 

surfactante para obtener relaciones aceite esencial de romero: surfactante 

1:1,1:1.5, 1:2 y 1:3. La fase acuosa fue ajustada de acuerdo a cada relación. En la 

relación 1:1 se utilizó (99.4%), en la  relación 1:1.5  (99.25%), 1:2 99.1% y 1:3 

(98.8%), cumpliendo con la dosis (200mg/kg) reportada por (Al Attar et al., 2014). 
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6.4.3 Producción de la nanoemulsión 

30 mL de la emulsión primaria fueron sometidos a un procesador 

ultrasónico de 20 KHz y una potencia máxima de 750 W Cole-Parmer instruments, 

modelo CPX 750, EUA, las condiciones de sonicación fueron 30% de amplitud, 10 

min de tiempo, temperatura de 25°C y un baño de hielo para controlar la 

temperatura. Estas condiciones se emplearon debido a las investigaciones 

anteriormente realizadas en el equipo de trabajo. 

6.4.3.1 Análisis de tamaño de partícula PDI y potencial Z 

 

La medición del tamaño de partícula, potencial Z y PDI se realizó en un 

ZETASIZER Malvern, Nano-ZS Worcestershire, UK trabajando a 633 nm en 25°C, 

tomando una alícuota de 20 µL de la nanoemulsión a analizar, se agregaron 2 mL 

de agua inyectable y se procedió a realizar la lectura en el equipo. De la muestra 

se obtuvieron los 3 resultados de los parámetros a analizar. 

6.4.5 Actividad antioxidante 

6.4.5.1 Ensayo DPPH ·  

 

Se utilizó el método propuesto por Duan et al., (2007) con algunas 

modificaciones, se utilizó un espectrofotómetro Thermo Scientific Multiskan. En 

este ensayo espectrofotométrico se utilizó el reactivo DPPH, se preparó una 

solución  0,1mM de DPPH en etanol al 96 %. Se colocaron 200 µL de la muestra 

diluida (100 µL de emulsión / 1 mL) en etanol al 96 % en un vial y 1.8 mL del 

reactivo DPPH. Esta solución se incubó por 30 min en total oscuridad. La 

absorbancia fue medida a 515 nm comparada con un blanco de etanol al 96 % sin 

la muestra. El ensayo se realizó por triplicado y para obtener el porcentaje de 

inhibición se obtuvo mediante la siguiente ecuación.   

 

% 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 × 100 
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6.4.5.2 Ensayo FRAP 

 

Se utilizó el método descrito por Pulido y colaboradores (2000) con algunas 

modificaciones. Se pusieron a reaccionar 25 μL de muestra diluida (100 µL de 

emulsión / 1mL) en etanol al 96 %, 375 μL de agua destilada y 3 mL del reactivo 

de FRAP, durante 30 min a una temperatura de 37 °C y en ausencia de luz. Se 

leyó la absorbancia en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 593 nm. 

Como blanco de reacción se utilizó 400 μL de agua destilada y 3 mL reactivo de 

FRAP. La curva patrón, se preparó  a partir de concentraciones conocidas de 

Trolox .Los resultados de la actividad antioxidante se expresaron como μg 

equivalentes Trolox por mL de emulsión. 

 

6.4.5.3 Ensayo ABTS 

 

El ensayo se realizó de acuerdo con la técnica de  Re et al., (1999) 

haciendo una mezcla de  una solución acuosa del reactivo ABTS a una 

concentración de 7 mM con una solución de persulfato potásico a una 

concentración final de 2.45 mM, y posteriormente se mantuvo la mezcla durante 

16 horas en oscuridad  a temperatura ambiente. Después de las horas de 

incubación se ajustó la absorbancia  diluyendo con etanol a una longitud de onda  

de 0,70 ± 0,02 a 734 nm. Enseguida se adicionaron a 3.5 mL del reactivo ABTS  

50 µL de la nanoemulsión diluida con etanol al 96 % diluida (100 µL de emulsión / 

1ml) en etanol al 96 %, luego se dejó incubar por 30 min para su posterior lectura 

a 734 nm. 

 

6.4.6 Sistema in vivo 

Se emplearon 8 grupos de ratas de la cepa Wistar (n=5) con peso promedio 

entre 200 y 300 g. Durante los experimentos se mantuvieron en el bioterio de la 

Facultad de Ciencias Químicas de la universidad Veracruzana región Xalapa 

Veracruz. En cajas de acrílico traslucidas (43 x 50 x 20 cm), con un ciclo de luz 
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oscuridad de 12 x 12 horas (la luz se encendió a las 7:00 am), con libre acceso de 

agua y alimento. 

 

El modelo in vivo se realizó de acuerdo a lo reportado por Túnez et al., 

(2007), realizando algunas modificaciones en la dosis aplicada de tioacetamida 

100 mg/kg en una sola dosis al tercer día de tratamiento. 

En la Figura 11 se describe la distribución de los animales en los 8 grupos, 

así como las dosis empleadas en los diferentes tratamientos. El tratamiento fue 

durante 5 días y la dosis del tratamiento se dividió en dos aplicándola cada 12 h (8 

am-8 pm). La administración de los tratamientos fue vía oral utilizando una cánula 

esofágica de acero inoxidable (CAT 791), la inducción del  daño hepático fue vía 

intraperitoneal. Todos los procedimientos y manipulación de los animales se 

realizaron a lo establecido por la norma (NOM-062-200-1999), especificaciones y 

técnicas para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. 
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Figura 11. Diseño del Modelo in vivo 

 

 

 

Grupos con 
tioacetamida 100 

mg/kg

control negativo: administrado 
con  tioactemida  100 mg/kg 

vía I.P. y solución de 
propilenglicol agua 50:50 vía 

oral

surfactante: administrado con  
tioacetamida 100 mg/kg vía I.P 

y surfactante vía oral

ACE:administrado con  tioacetamida 
100mg/kg  vía I.P y aceite esencial de 

romero 10 mg/kg vía oral

NE:administrado con tioacetamida 100 
mg/kg  vía I.P. y aceite esencial 

nanoemulsionado 10 mg/kg vía oral

EXAC:administrado con tioacetamida 
100 mg/kg vía I.P. y 200 mg/kg de 

extracto acuoso de romero

NE+EXAC: administrado con 
tioacetamida 100 mg/kg vía I.P. y  

nanoemulsion de aceite esencial de 
romero 10 mg/kg y extracto acuoso de 

romero 200 mg/kg

Grupos sin 
tioacetamida

Control positivo: fue 
administrado con una solución 
de propilenglicol agua 50:50 

vía oral

surfactante: administrado con 
surfactante HLB 12 vía oral

La tioacetamida se 

aplico en una sola dosis  

100 mg /kg al tercer día 

del tratamiento 

La tioacetamida fue 

solubilizada en una 

solución propilenglicol-

agua 50:50 
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6.4.6.1 Eutanización y obtención de muestras 

 

Finalizando el tratamiento los sujetos se sometieron a 12 horas de  ayuno  y 

posteriormente fueron eutanizados con sobre dosis de anestesia (50 mg/kg) con 

pentobarbital sódico 6.3%. Se tomaron muestras de sangre por punción cardiaca y 

se colocaron en tubos de vidrio estériles para su centrifugación  a 3500 rpm 

durante un tiempo de 5 min a 4°C en una centrífuga de laboratorio ROTOLAVIT. 

Se separó el suero de las muestras sanguíneas y se colocó en eppendorf estériles 

de 1.5 mL y se almacenaron a -20°C para el posterior análisis de enzimas 

transaminasas. Posteriormente se extrajeron los hígados y se realizó el análisis 

macroscópico y se pesaron. 

6.4.6.2 Determinación de Transaminasas (TGO y TGP) ó alanina 

aminotransferasa (ALAT) y aspartato aminotransferasa (ASAT). (Anexo 7) 

 

Ambos reactivos se prepararon por separado, bajo las mismas indicaciones. 

Se preparó el reactivo de trabajo (RT) mezclando 1 mL de reactivo 1 el cual tiene 

la siguiente composición (Buffer pH 7.5±0.1, α-cetoglutarato, L-alanina, LDH y 

azida) con 200 μL de reactivo 2 que tiene la siguiente composición ( NADH y 

estabilizadores), este reactivo se atemperó a 37 °C para poder empezar a 

utilizarlo. Se colocó un mililitro de RT en un tubo de ensaye para cada sujeto de 

experimentación. A cada tubo se le agregó 100 μL de suero, y se incubó a 37 °C 

durante 60 s, al transcurrir dicho tiempo se colocó en una celda de plástico para 

UV y se leyó en espectrofotómetro UV/Vis a 340 nm, contra blanco de agua 

destilada, las lecturas se realizaron a los 60, 120 y 180 segundos. La muestra se 

leyó por duplicado. A partir de la absorbancia se determinó la actividad de TGO y 

TGP, respectivamente, mediante la siguiente ecuación:  
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𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑  𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑠𝑎 
𝑈𝐼

𝐿
=

∆𝐴

𝑚𝑖𝑛
∗ 1768 

 

El factor 1768 viene de la siguiente fórmula: 

𝑈𝐼

𝐿
=

(𝐴1 − 𝐴2) ∗ 1.1 ∗ 100

1 ∗ 6.2 ∗ 0.1
= (𝐴1 − 𝐴2) ∗ 1768 

Donde: 

(A1-A2) es el cambio de absorbancias 

1.1 es el volumen total de relación en mL 

1000 es la conversión  de IU/ mL a IU/L 

1 es el espesor de la celda en cm 

6.2 es la absorptividad milimolar del NADH 

0.1 es el volumen de la muestra 

 

6.4.6 Análisis estadístico 

Todos los datos se expresaron como la media± error estándar. Se realizó 

análisis de varianza de una vía ANOVA, seguido de una prueba de medias de 

mínimos cuadrados Tukey. Usando el software estadístico JMP (2013). Se 

determinó la significancia con un valor de α ≤ 0.05 (véase anexos). 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Caracterización de las nanoemulsiones 

 

7.1.1 Barrido de concentración de HLB y tamaño de partícula 

En el siguiente cuadro 3 se pueden observar los resultados obtenidos de la 

relación aceite:surfactante y número de HLB en el tamaño de partícula expresado 

como diámetro (Dz) de partícula en (nm), se observa que existe relación del 

número de HLB y la concentración de surfactante con respecto al tamaño de 

partícula, encontrando el menor tamaño de partícula, en HLB 12 para todas las 

concentraciones 1:1 v/v 75.54nm, 1:1.5v/v 50.03 nm, 1:2 v/v 71.08 nm,1:3 v/v 

73.81 nm y el mayor tamaño de partícula en HLB 14  en la concentración 1:3 v/v 

437.23 nm. El menor tamaño de partícula de la emulsión aceite esencial como 

fase dispersa y extracto acuoso de romero como fase continua se obtuvo en la 

concentración 1:1.5 v/v de aceite esencial de romero-surfactante, esto difiere con 

lo reportado por (Walter et al., 2017) quienes observaron en emulsiones de aceite 

de pescado que a mayor concentración de surfactante el tamaño de partícula 

disminuye, sin embargo (Jo et al.,2014) reportan en emulsiones de cinamaldehído, 

que a mayor cantidad de surfactante se pueden formar micelas y obtener tamaños 

de  diámetro de partícula elevados, lo cual concuerda con lo obtenido en esta 

investigación, porque el tamaño de partícula más elevado se dió en la mayor 

concentración de surfactante utilizada 1:3 v/v. 

 Sistemas coloidales con  tamaños de partícula <100 nm son considerados 

nanoemulsiones, en la producción de la emulsión de aceite esencial de romero 

como fase dispersa y extracto acuoso de romero como fase continua se obtuvo un 

tamaño de 50.03 nm, lo cual concuerda con lo reportado por McClements y Rao, 

(2011), estos autores sostienen que el tamaño de gota  para que una emulsión 

sea considerada nanoemulsión debe estar en el intervalo de  10 – 100 nm, 

también han reportado que en este intervalo de tamaño de partícula las 

emulsiones tienden a una mayor estabilidad. Es importante destacar que el 

obtener una nanoemulsión con tamaño de partícula <100 nm es sumamente 
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valioso para ser aplicada a un modelo in vivo, de acuerdo a  McClements y Rao, 

(2011) en estudios realizados in vitro entre menor es el tamaño de partícula se 

genera mayor biodisponibilidad de compuestos lipofílicos, en este caso el tamaño 

de gota obtenido en nanoemulsiones de aceite esencial de romero como fase 

dispersa puede aumentar la biodisponibilidad del aceite esencial y mejorar su 

absorción. 

 

Cuadro 3. Tamaño de partícula en relación al número de HLB . Se muestran 

valores de tamaño de partícula en nm ± desviación estándar 

  Tamaño de 

partícula (nm) 

  

Relación 
Aceite:Surfactante 

HLB 
1:1 v/v 1:1.5 v/v 1:2 v/v 1:3 v/v 

15 125.47±53.65 387.0±41.47 270.77±29.63 338.87±40.68 
14 319.67±33.86 478.3±64.41 138.13±21.15 437.23±72.35 
13 79.987±4.27 131.70±2.57 140.80±57.85 218.37±16.89 
12 75.547±1.11 50.037±1.46 71.087±2.92 73.817±0.41 
11 195.43±0.92 137.4±2.20 107.23±0.80 117.07±3.60 
10 298.03±2.79 235.9±4.91 127.70±0.7 135.80±1.21 

 

7.1.2 Índice de polidispersión 

En el cuadro 4 se pueden observar los resultados obtenidos del índice de 

polidispersión el cual indica que tan homogéneo es el tamaño de partícula en las 

emulsiones formuladas a diferentes HLB y a diferentes concentraciones (1:1, 

1:1.5, 1:2, 1:3 v/v aceite esencial de romero-surfactante). Podemos observar que 

la formulación con HLB 12 en concentración de 1:1.5 es donde se obtiene un PDI 

menor 0.204, valores de polidispersión mayores a 0.5 indican amplia distribución 

del tamaño de partícula en una emulsión (Wu et al., 2011; salvia et al., 2013), el 

índice de polidispersión más elevado se obtuvo en HLB 13 en la concentración 

1:2, PDI 0.725. Este es un parámetro importante en la caracterización de 

emulsiones, ya que el tener un  índice de polidispersión en un rango entre 0.2-0.5 

es sinónimo de estabilidad, sí se tiene un PDI mayor a 0.5 pueden presentarse 
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fenómenos de inestabilidad como floculación, maduración de Ostwald, 

sedimentación o cremado. 

De acuerdo a los resultados obtenidos la mejor nanoemulsión fue en HLB  

de 12 en una relación aceite: surfactante 1:1.5, obteniendo 50.03 nm y 0.204 de 

tamaño de partícula y PDI respectivamente, estos resultados son similares a los 

obtenidos por Mostafa et al., (2015), en los que se obtuvo para nanoemulsiones de 

aceite esencial de comino elaboradas con HLB 16.7 un tamaño de partícula de 69 

nm y un PDI de 0.23, y afirman que estos parámetros le confieren estabilidad a 

sus emulsiones. 

Tabla 4. Índice de polidispersión en relación al HLB. Se muestran valores de 

PDI ± desviación estándar 

  Índice de 
polidispersión 

(PDI) 

  

Relación 
Aceite:Surfactante 

HLB 
1:1 v/v 1:1.5 v/v 1:2 v/v 1:3 v/v 

15 0.536±0.010 0.584±0.145 0.52567±0.057 0.45667±0.064 
14 0.407±0.025 0.566±0.125 0.30800±0.049 0.48067±0.045 
13 0.449±0.016 0.27100±0.010 0.72500±0.016 0.30967±0.015 
12 0.320±0.013 0.20400±0.001 0.42400±0.058 0.28100±0.015 
11 0.211±0.006 0.248±0.004 0.33833±0.003 0.37133±0.027 
10 0.333±0.007 0.271±0.024 0.26033±0.000 0.24133±0.005 

 

7.1.3 Potencial ᶼ 

En el cuadro 5, se muestra que a menor HLB se presentan los mayores 

valores absolutos de potencial ᶼ y que en HLB intermedio disminuye su valor, sin 

embargo de acuerdo a los parámetros de tamaño de partícula y PDI la emulsión 

de mayor interés es la elaborada con HLB 12 relación 1:1.5 v/v que obtuvo un 

Potencial de -26.70 mV. El potencial ᶼ es una medida electrostática que puede dar 

información de que tan estable es fisicoquímicamente una nanoemulsión, es un 

indicador de estabilidad porque determina que tanta repulsión hay entre las 

partículas del sistema coloidal, esto es importante debido a que en algunos 
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sistemas como las nanoemulsiones se busca que exista cierta repulsión entre las 

partículas para evitar fenómenos de agregación que desestabilicen el sistema. Se 

ha reportado que el valor óptimo para la estabilización electrostática del sistema 

coloidal es un potencial ᶼ entre  30 y 60 mV, potenciales entre 5 y 15mV, indican 

una floculación limitada y entre 3  y 5 mV se encuentra la máxima floculación 

(Heurtault et al., 2003), de acuerdo a los valores obtenidos, el HLB de 12 con una 

relación de 1:1.5 Aceite:Surfactante, presentó un potencial ᶼ  aceptable, el cual 

puede conferir buena estabilidad a la nano emulsión. Mostafa et al., (2015) 

obtuvieron potenciales en un rango  entre -8 y -33 mV en nanoemulsiones de 

aceite esencial de comino con HLB 16.7 y de acuerdo al potencial obtenido las 

definen como estables.  

Tabla 5. Potencial ᶼ  en relación al HLB. Se muestran valores de potencial ᶼ ± 

desviación estándar 

             Potencial ᶼ 
(mV) 

  

Aceite:Surfactante 
HLB 

1:1 v/v 1:1.5 v/v 1:2 v/v 1:3 v/v 

15 -18.533±0.351 -24.028±0.379 -20.867±0.838 -20.900±0.458 
14 -15.133±0.602 -33.367±2.660 -22.200±1.153 -24.000±2.338 
13 -23.267±1.3316 -19.867±1.235 -23.800±4.422 -22.667±1.331 
12 -17.667±2.602 -26.700±1.129 -23.133±1.150 -23.133±0.709 
11 -19.233±0.808 -32.183±2.510 -28.067±2.315 -27.733±1.950 
10 -26.333±0.288 -28.184±0.503 -30.733±0.950 -30.033±0.208 

 

7.2 Actividad antioxidante 

 

7.2.1 Porcentaje de inhibición del radical DPPH, FRAP Y ABTS 

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la 

determinación de actividad antioxidante por medio de las técnicas % de inhibición 

del radical DPPH, FRAP y ABTS. La evaluación antioxidante se realizó a las 

nanoemulsiones con las mejores características de tamaño de partícula, índice de 

polidispersión y potencial ᶼ, a HLB de 12 a diferentes relaciones Aceite:Surfactante 
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Los resultados obtenidos para el porcentaje de inhibición del radical DPPH 

muestran que las diferentes concentraciones de surfactante no tienen efecto sobre 

el porcentaje de inhibición del radical DPPH, el tamaño de partícula tampoco 

influye en el porcentaje de inhibición, en cuanto a la actividad antioxidante 

determinada por él ensayo FRAP no existe relación entre la disminución del 

tamaño de partícula y la cantidad de µg de equivalentes de Trolox/mL, sin 

embargo el contenido de surfactante si presenta un efecto sobre la actividad 

antioxidante, ya que al aumentar la concentración del tensoactivo, la cantidad de 

µg equivalentes de Trolox/mL disminuye, la mayor actividad antioxidante se 

presenta en la formulación con la concentración más baja de tensoactivo  HLB 12 

1:1 v/v 247.66±11.92 µm Eq-Trolox/mL, y la menor actividad antioxidante se 

obtuvo en la formulación con mayor concentración de tensoactivo HLB 12 1:3 

v/v(160.83±14.93 µm Eq-Trolox/mL. Choe y Min en 2006 reportaron que algunas 

veces los tensoactivos pueden ser pro oxidantes, debido a la interacción con los 

componentes de la fase acuosa (extracto acuoso de romero) ya que los extractos 

acuosos de plantas tienen un alto contenido de minerales, esto podría ser la causa 

del porque a mayor concentración de tensoactivo las nanoemulsiones presentan 

menor actividad antioxidante. En la tabla también se muestran los resultados del 

ensayo ABTS, en esta prueba de actividad antioxidante se mantiene la tendencia 

de que el tamaño y la concentración del tensoactivo no alteran la actividad 

antioxidante ya que en todas las formulaciones el número de µg Eq-Trolox/mL se 

mantiene similar. 

Mostafa et al., (2015) evaluaron el porcentaje de inhibición de 

nanoemulsiones de aceite esencial de comino, y obtuvieron un porcentaje de 

inhibición del radical DPPH de 81%, y lo compararon con un antioxidante sintético 

BHT, obteniendo un porcentaje de inhibición de 52% y concluyeron que el aceite 

esencial de comino tiene una actividad antioxidante aceptable, las 

nanoemulsiones de romero presentaron un rango de porcentaje de inhibición de 

69.59-73.85 %, este intervalo se encuentra entre el porcentaje de inhibición del 

aceite esencial de comino y el antioxidante sintético BHT, por lo tanto 

nanoemulsiones de aceite esencial y extracto acuoso de romero muestran alto 
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potencial antioxidante. Wang et al., (2008) realizaron una comparación de la 

actividad antioxidante del aceite esencial de romero encontrando que su 

porcentaje de inhibición es de 62.45%, y también realizaron el porcentaje de 

inhibición para algunos de sus componentes bioactivos en los que obtuvieron 

como resultado para α-pineno 45.61%, β-pineno 46.21% y 1,8-cineol 42.7%, las 

nanoemulsiones de romero elaboradas en esta investigación  tienen mayor 

porcentaje de inhibición del radical DPPH que los compuestos y el aceite esencial 

reportado por Wang y colaboradores (2008), ya que las nanoemulsiones tienen 

compuestos hidrofílicos por parte de la fase acuosa (extracto acuoso de romero) y 

compuestos lipofílicos de la fase oleosa (aceite esencial de romero), esto podría 

ocasionar un efecto sinérgico  entre ambas fases y potenciar la actividad 

antioxidante. 

 

Chen et al., (2015) evaluaron la actividad antioxidante de un extracto 

acuoso de romero por medio de las técnicas FRAP y ABTS, para el ensayo FRAP 

obtuvieron 226 µm Eq-Trolox/mL, este valor es menor al obtenido por las 

nanoemulsiones de aceite esencial y extracto acuoso de romero 247.66 µm Eq-

Trolox/mL, este resultado sigue la tendencia de lo obtenido en el ensayo de % de 

inhibición del radical DPPH, ya que Chen y colaboradores (2015) solo analizaron 

la actividad antioxidante de los compuestos hidrofílicos del romero, y en las 

nanoemulsiones se analizan compuestos hidrofílicos y lipofílicos. Resultados 

similares se obtuvieron para él ensayo ABTS, ya que (Chen et al., 2015) 

obtuvieron en su extracto acuoso de romero 273.75 µm Eq-Trolox/mL, en 

comparación con nuestro estudio, en el que se obtuvieron 349.80 µm Eq-

Trolox/mL, se obtiene una mayor cantidad de µm Eq-Trolox/mL en las 

nanoemulsiones de romero ya que podría existir un efecto sinérgico de ambas 

fases del sistema coloidal. 

Los resultados de estas pruebas antioxidantes son prometedores y de suma 

importancia porque el estrés oxidativo surge en sistemas biológicos después de 

una larga exposición a oxidantes, o una disminución de la capacidad antioxidante 

del sistema endógeno, o ambos y esta frecuentemente asociado a la generación 
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de radicales libres como las especies reactivas oxigenadas, las cuales 

normalmente están implicadas en la patología de algunas enfermedades como 

daño hepático y cáncer. 

 

Cuando se forma un exceso de radicales libres, pueden causar la inhibición 

del sistema endógeno antioxidante que está compuesto por un sistema enzimático  

(superóxido dismutasa, catalasa y peroxidasas), estos generan efectos letales en 

las células por la oxidación de lípidos, proteínas y enzimas, ocasionalmente 

reacciones en cadena que permiten la producción de radicales libres y aumento 

del daño de tejidos, sin embargo es posible disminuir o atenuar el riesgo de  

enfermedades ocasionadas por estrés oxidativo, una manera de hacerlo es la 

ingesta de antioxidantes de origen exógeno, para retardar o inhibir estas 

reacciones. 

 

Cuadro 6. Actividad antioxidante. porcentaje de inhibición de radical 

DPPH, FRAP Y ABTS± desviación estándar  

Concentración 

surfactante-fase 

oleosa 

 Tamaño de 

partícula (nm) 

  % Inhibición 

(DPPH) 

FRAP (µm de 

equivalente de 

Trolox/mL) 

ABTS (µm 

Eq. de 

Trolox/ mL) 

HLB 12 1:1  75.54±1.11   
73.85±0.821 247.66±11.92 349.80 ± 1.3 

HLB 12 1:1.5  50.03±1.46   
73.20±0.669 223.73±12.47 349.64 ± 0.9 

HLB 12 1:2  71.08±2.92   73.21±4.385 174.05±13.34 349.43 ± 1.6 

HLB 12 1:3  73.8±0.41   69.59±1.883 160.83±14.93 349.19 ± 0.9 
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7.3  Modelo in vivo 

 

Después del diseño de las nanoemulsiones, su caracterización (tamaño de 

partícula, índice de polidispersión, potencial) y la determinación de la actividad 

antioxidante por los ensayos (% de inhibición del radical DPPH, FRAP y ABTS) se 

determinó que la mejor nanoemulsión para llevar al modelo in vivo fue la HLB 12 

concentración 1:1.5 v/v, ya que es en la que se obtiene menor tamaño de 

partícula, mejor índice de polidispersión, potencial y también presenta buena 

actividad antioxidante 

7.3.1 Pérdida de peso corporal 

En la siguiente Figura 12 se muestran los resultados del porcentaje de 

pérdida de peso corporal después de 5 días de tratamiento. Se observa que el 

grupo control positivo fue el que tuvo un mayor incremento en el peso corporal 

11.21%, seguido del grupo surfactante que ganó 9.49%, entre estos grupos no se 

muestran diferencias significativas (anexo 1). 

 Los siguientes grupos muestran diferencias significativas contra los grupos 

control positivo y surfactante, pero no muestran diferencias significativas entre 

ellos (anexo1).El grupo control negativo el cual fue administrado vía intraperitoneal 

con tioacetamida tuvo una pérdida de peso corporal de 1.16%, el grupo 

surfactante con tioacetamida ganó 2.58% de peso corporal, el grupo  tratado con 

nanoemulsión de aceite esencial de romero y extracto acuoso de romero con TAA 

(NE+EXAC) tuvo un incremento del 2.26% de peso corporal, el grupo con el 

tratamiento de aceite esencial nanoemulsionado (NE) con tioacetamida 

incrementó su peso corporal  2.17%, el grupo que recibió el tratamiento con aceite 

esencial (ACE) con tioacetamida aumentó su peso corporal 1.24%, el grupo 

tratado con extracto acuoso de romero y tioacetamida (EXAC) tuvo un decremento 

en el porcentaje de peso corporal de 1.03%. El aumento o decremento del % de 

peso corporal es mínimo, ya que el tiempo del modelo murino es corto y no se 

alcanza a notar una diferencia importante en cuanto a este parámetro. Sin 

embargo la tendencia obtenida es normal, ya que los grupos que no fueron 
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administrados con tioacetamida son los que tuvieron un mayor incremento en el % 

de peso corporal, los grupos tratados con (NE+ EXAC), (NE), (ACE) y (Surfactante 

con TAA)  tuvieron un ligero aumento y los grupos, (EXAC) y (control negativo) 

presentaron decremento en % de peso corporal. Este es un parámetro importante 

ya que la pérdida de peso corporal puede ser un indicador de daño hepático, 

Méndez y colaboradores (2003) reportan que una reducción de peso pronunciada 

y acelerada desarrolla fibrosis o inflamación portal, también puede causar un 

incremento en los niveles circulantes de ácidos grasos libres derivados de la 

movilización del tejido adiposo, incrementando sus niveles intrahepáticos 

favoreciendo el stress oxidativo, peroxidación de lípidos e inducción de citocinas; 

que en conjunto empeoran el daño hepático. 
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Figura 12. Pérdida de peso corporal. Letras diferentes 

indican diferencia significativa (P<0.001). 
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7.3.2 Relación peso corporal-hígado 

 Se puede observar en la siguiente Figura 13 la relación peso corporal-

hígado expresado en porcentaje, comparando los grupos no existen diferencias 

significativas, sin embargo si existe un cambio en la relación peso corporal-hígado 

obteniendo un mayor % de peso corporal-hígado en el grupo control negativo, este 

dato concuerda con lo publicado por (Olave et al., 2014), quienes reportan que el 

aumento en el peso de los órganos puede ser signo de una enfermedad o 

anomalía patológica. El grupo tratado con surfactante más tioacetamida es el 

segundo grupo con mayor % de peso corporal-hígado, los grupos con tratamiento 

(ACE,NE,EXAC,NE+EXAC) están por abajo del grupo control negativo  (TAA), 

esto podría indicar que todos los grupos con tratamiento a pesar de que su 

relación peso corporal-hígado es mayor que la del grupo control positivo tienen un 

efecto benéfico contra la hepatotoxicidad inducida por TAA, el grupo con el 

tratamiento de aceite esencial nanoemulsionado (NE) fue el que obtuvo mejores 

resultados, ya que la relación peso corporal-hígado fue la que más se acercó al 

grupo control positivo,  esta tendencia es similar a la obtenida por Al-Attar y Al-

Rethea en  2017, ellos obtuvieron en un modelo de fibrosis hepática inducida por 

TAA, un mayor peso corporal-hígado en el grupo control negativo que fue 

administrado sólo con TAA y la tendencia fue la misma a los resultados obtenidos 

en los grupos con tratamiento en este modelo murino. Al-Attar y Al-Rethea en 

2017 observaron menor peso corporal-hígado en el grupo tratado con omega-3. 

También Al-Attar y Shawush, (2015) obtuvieron resultados similares en un modelo 

de cirrosis hepática inducida por TAA, ellos obtuvieron una ganancia de peso 

corporal-hígado estadísticamente significativa en el grupo tratado con TAA y el 

grupo tratado con TAA+extracto de romero aumentó con respecto al grupo control 

positivo pero se mantuvo por abajo del grupo control negativo (TAA). 
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 Figura 13. % relación peso corporal-hígado. Letras iguales indican que no 

hay diferencia significativa. (Anexo 2). 

 

7.3.2 Fotografías de hígados a nivel macroscópico 

En las siguientes imágenes se pueden observar fotografías de los hígados 

de los grupos experimentales, se seleccionó una sola foto por grupo, ya que no 

presentaban diferencias entre los sujetos de un mismo grupo, en la Figura 14A 

control positivo se pude notar como es un hígado completamente sano en el cual 

el color es rojo intenso con tendencia a marrón, la superficie es totalmente lisa y 

su textura es suave. En la Figura 14B grupo control negativo (TAA) se puede 

a 
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a 
a 
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a 



50 
 

observar que el color del hígado ha cambiado lo cual es un indicador de daño 

hepático este cambio es considerado como ictericia, el color del hígado de este 

grupo tiende a un color pálido amarillento, también se alcanza a notar el comienzo 

de fibrosis por la formación de nódulos. El hígado del grupo NE+EXAC con  TAA 

Figura 14C muestra un color similar al hígado del grupo control positivo, presenta 

un color rojo intenso y superficie lisa, por esta razón a nivel macroscópico no se 

aprecia algún tipo de  daño, comparándolo con el hígado del grupo control 

negativo (TAA) Figura 14B, se observa que a nivel macroscópico el tratamiento 

NE+EXAC con TAA Figura 14C protege la estructura del hígado. El hígado del 

grupo tratado con aceite esencial de romero (ACE)  y TAA Figura 14D tampoco 

muestra indicadores de daño a nivel macroscópico, presenta una tonalidad roja 

intensa y la superficie es totalmente lisa. El hígado del grupo tratado con EXAC 

Figura 14E muestra un ligero color pálido, pero se mantiene totalmente lisa y 

blanda su estructura, por lo cual podemos decir que no existe daño a nivel 

macroscópico, uno de los tratamientos en el cual se observó un buen resultado a 

nivel macroscópico fue el tratamiento con aceite esencial nanoemulsionado (NE) 

Figura 14F porque el hígado mantiene un color rojo intenso, superficie 

completamente lisa y una estructura integra ,el hígado del grupo tratado con 

tioacetamida y surfactante Figura 14G presenta un color pálido , similar al grupo 

control negativo, es decir que el surfactante no tiene un efecto hepatoprotector, y 

por último se  muestra la fotografía de grupo administrado con surfactante sin 

tioacetamida Figura 14H, en esta fotografía podemos observar que el hígado 

presenta un color similar al grupo control positivo, a nivel macroscópico podemos 

decir que el surfactante no promueve un efecto adverso contra el hígado. 
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Figura 14. Fotografías macroscópicas de hígados de los diferentes 

tratamientos. 

Figura 14 A Control positivo Figura 14 B Control 

negativo (TAA) 

Figura 14 C NE+EXAC con 

TAA 

Figura 14 D ACE con TAA 

Figura 14 E EXAC con TAA Figura 14 F NE con TAA 



52 
 

 

              

Figura 14. Fotografías macroscópicas de hígados de los diferentes 

tratamientos (continuación) 

7.3.3 Evaluación de transaminasas (ALAT Y ASAT) 

En la siguiente Figura 15, se reportan los resultados de la evaluación de 

alanina aminotransferasa (ALAT) (Anexo 3), el nivel más bajo de esta enzima se 

obtuvo en el grupo control positivo 43.24 U/L este nivel es considerado normal, el 

nivel más alto reportado fue para el grupo control negativo (TAA) 134.47 U/L, entre 

estos dos grupos existe diferencia significativa, este resultado indica que el grupo 

control negativo (TAA) presenta una hepatopatía. El grupo surfactante sin TAA 

presentó un nivel de actividad de la enzima de 85.42 U/L por lo cual muestra 

diferencia significativa con los grupos control negativo (TAA) y control positivo, el 

aumento del nivel de ALAT que presenta el grupo surfactante en comparación con 

el grupo control positivo es un marcador que indica daño hepático causado por el 

surfactante. El grupo administrado con surfactante y TAA también aumentó el nivel 

de alanina aminotransferasa 120.18 U/L y muestra diferencias significativas 

control en grupo control positivo, pero no muestra diferencia significativa con el 

grupo surfactante y el grupo control negativo (TAA), este resultado confirma la 

tendencia de que el surfactante ocasiona daño hepático, y su uso es negativo para 

Figura 14 G Surfactante con 

TAA 

Figura 14 H Surfactante 
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el hígado. El siguiente grupo que se muestra en la Figura 15 es el administrado vía 

oral con aceite esencial de romero y tioacetamida (ACE), este reportó un nivel de 

81.36 U/L, y no muestra diferencias significativas con el grupo control positivo, 

pero muestra diferencias significativas con el grupo control negativo (TAA), por lo 

tanto el aceite esencial de romero podría tener efecto hepatoprotector. El grupo 

administrado con aceite esencial de romero nanoemulsionado y tioacetamida (NE) 

es el que tuvo un mejor efecto hepatoprotector, ya que el nivel que se reportó para 

este grupo fue 73.98 U/L y no se observan diferencias significativas con el grupo 

control positivo. Esto concuerda con lo establecido por McClements y Rao, (2011) 

en estudios realizados in vitro cuando el tamaño de partícula se encuentra en 

intervalos menores a 100 nm podría haber mayor biodisponibilidad de compuestos 

lipofílicos, se puede destacar que  los resultados obtenidos muestran que el aceite 

esencial de romero nanoemulsionado podría tener mayor biodisponibilidad y 

mejorar la absorción de componentes bioactivos. Rašković et al., (2014) realizaron 

un análisis de la actividad antioxidante del aceite esencial de romero (Rosmarinus 

Offcinalis L.) y evaluaron su efecto hepatoprotector en ratas macho wistar, 

observando diferencia significativa en el nivel de actividad de ALAT entre el grupo 

control negativo CCl4 3185.0 U/L y el grupo tratado con aceite esencial de 

romero+CCl4 1648.6U/L, y reportaron que el aceite esencial de romero puede 

promover efectos benéficos en la intoxicación hepática inducida por CCl4 en ratas 

macho, debido a la eliminación de radicales libres y a que puede retardar la 

peroxidación lipídica evitando lesiones en el tejido hepático. 

 El siguiente nivel de ALAT mostrado en la Figura 15 es el de la 

nanoemulsión de extracto acuoso y aceite esencial de romero (NE+EXAC) 100.08 

U/L, debido al nivel de actividad de esta enzima, no se muestra diferencia 

significativa con el grupo control negativo (TAA),  este efecto podría deberse a que 

los extractos acuosos de algunas plantas como el romero tienen un alto contenido 

en minerales y estos podrían oxidar los compuestos bioactivos de la nanoemulsión 

y no darse un efecto sinérgico entre la fase oleosa y fase acuosa. Se ha reportado 

que los surfactantes pueden llegar a actuar como pro oxidantes de las emulsiones 

al interactuar con algunos componentes de la fase acuosa, como pueden ser 
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proteínas, azucares, ácidos, bases, buffers, metales y polisacáridos. Estos 

factores podrían limitar el poder antioxidante del sistema disminuyendo la 

protección o bloqueo contra radicales libres, pero la formulación de una 

nanoemulsión podría ser una buena alternativa para aumentar la estabilidad del 

aceite esencial de romero y aumentar su vida de anaquel. 

Para el grupo administrado con extracto acuoso y tioacetamida (EXAC)  

109.19 U/L no se obtuvieron diferencias significativas con el grupo control 

negativo. 
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Figura 15. Actividad de alanina aminotransferasa (ALAT). Letras diferentes en las 

barras indican que hay diferencia significativa (P<0.001). (Anexo 3). 
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El la figura 16 (anexo 4) se muestran los resultados obtenidos de la 

actividad de aspartato aminotransferasa (ASAT), y se puede observar que el 

tratamiento que ofrece mayor protección al hígado es el de aceite esencial de 

romero no nanoencapsulado (ACE) 109.017 U/L, sin embargo el grupo 

experimental tratado con nanoemulsión de aceite esencial de romero también 

brindó protección al hígado (NE) 117.117 U/L, ambos grupos muestran diferencias 

significativas en comparación con el grupo control negativo (TAA) 190.4420 U/L y 

no existen diferencias significativas con el grupo control positivo 89.474 U/L, la 

tendencia en comparación con los resultados obtenidos por ALAT es la misma los 

grupos con mejores resultados son los tratados con aceite esencial 

nanoencapsulado y sin nano encapsular, en el análisis de esta transaminasa el 

resultado para el grupo tratado con surfactante 92.686 U/L no tuvo diferencias 

significativas con el grupo control positivo, sin embargo está enzima es más 

específica para determinar daño en corazón esto es importante porque se puede 

notar que el surfactante no causa daño al corazón pero si al hígado (García y  

Zurita, 2010). 

 

El grupo tratado con NE+EXAC 125.99 U/L también tuvo un efecto benéfico 

para el hígado ya que disminuyó el nivel de actividad de ASAT en comparación 

con el nivel obtenido para el grupo TAA, pero no presentó diferencias significativas 

contra este grupo (TAA), el grupo tratado con surfactante más tioacetamida  

145.70 U/L no tuvo diferencias significativas comparado con el grupo control 

negativo (TAA), el nivel más elevados de ASAT en los grupos con tratamiento en 

comparación con el grupo control positivo fue el tratado sólo con extracto acuoso 

(EXAC) 156.723 U/L. 

 

Estos resultados concuerdan con la tendencia observada en estudios 

reportados por Al-Attar & Shawush, (2015), Rašković et al.,(2014) en los cuales el 

tratamiento con Rosmarinus officinalis L. confiere un efecto hepatoprotector, este 

efecto podría deberse a algunos compuestos antioxidantes que contiene el romero 

como ácido carnosico, ácido rosmarínico, carnosol y ácido cafeico. 
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 Figura 16. Actividad de aspartato aminotransferasa (ASAT). Letras diferentes en las 

barras indican que hay diferencia significativa (P<0.001). (Anexo 4). 
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9. CONCLUSIONES. 

 

• Las nanoemulsiones con mejores condiciones de tamaño de partícula, PDI 

y potencial ᶎ  son las de HLB 12. 

• Las nanoemulsiones HLB 12 en concentraciones 1:1, 1:1.5, 1:2, 1:3 

presentan un buen porcentaje de inhibición del radical DPPH y actividad 

antioxidante en los ensayos FRAP Y ABTS por lo cual tienen potencial 

como antioxidantes. 

• La nanoemulsión HLB 12 concentración 1:1.5 fue llevada al modelo in vivo 

ya que fue la que presentó mejores parámetros de estabilidad. 

• En el modelo in vivo se pudo observar a nivel macroscópico de acuerdo al 

color y textura  de los hígados que los tratamientos que ejercen un 

efecto hepatoprotector son: NE, ACE y NE+EXAC. 

• En el análisis de transaminasas se obtuvo el mayor efecto hepatoprotector 

en el grupo tratado con aceite esencial de romero nanoencapsulado 

(NE), seguido por el tratamiento de aceite esencial sin nano encapsular 

(ACE). 

• El tratamiento por la nanoemulsión aceite esencial de romero y extracto 

acuoso de romero (NE+EXAC), no tuvo diferencias significativas con el 

grupo control negativo (TAA), este resultado podría deberse a la 

oxidación de los compuestos bioactivos de la fase acuosa, cuando 

interactúa con el surfactante. 

• Se considera que el surfactante podría ser un factor que promueva la 

oxidación de la fase acuosa cuando interactúa con algunos 

componentes de esta, y así elevar los niveles de ALAT y ASAT. 

•  Las nanoemulsiones de aceite esencial de romero con tamaño de partícula 

menor a 100 nm tuvieron mayor efecto hepatoprotector por lo tanto 
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reafirmamos que sistemas con tamaños de partícula menores a 100 nm 

pueden aumentar la biodisponibilidad de los compuestos lipófílicos. 
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11. ANEXOS 

 

ANEXO 1. Análisis estadístico (análisis de varianza de una vía (ANOVA), 

seguido de una prueba de medias de mínimos cuadrados (Tukey). % decremento 

o incremento del peso corporal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRATAMIENTO  (%) decremento o 
incremento del peso corporal 

TAA -1.16±0.32b 

SURF con TAA 2.58±1.11b 

EXAC -1.08±0.41b 

NE+EXAC 2.26±0.97b 

SURFACTANTE 9.49±0.32a 

ACE 
1.24±1.80b 

 

NE 
 

2.17±1.42b 

CONTROL 11.21±1.98a 
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ANEXO 2. Análisis estadístico (análisis de varianza de una vía (ANOVA), 

seguido de una prueba de medias de mínimos cuadrados (Tukey). Relación peso 

corporal hígado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3. Análisis estadístico (análisis de varianza de una vía (ANOVA), 

seguido de una prueba de medias de mínimos cuadrados (Tukey). Actividad de la 

enzima alanina aminotransferasa (ALAT). 

TRATAMIENTO ACTIVIDAD ALAT 

TAA 
134.4740±2.998a 

 

SURF con TAA 
120.1837±31.212ab 

EXAC 
109.1970±37.968abc 

NE+EXAC 
100.0840±10.32abc 

SURFACTANTE 
85.4290±19.454bc 

ACE 
81.3630±21.103bcd 

NE 
 

73.9860±25.749cd 

CONTROL 
43.2499±3.605d 

TRATAMIENTO RELACIÓN PESO CORPORAL/ 
HÍGADO (%) 

TAA 4.2074±0.729a 

SURF con TAA 4.0254±0.44a 

EXAC 3.8261±0.334a 

NE+EXAC 3.9051±0.738a 

SURFACTANTE 3.4494±0.299a 

ACE 3.9402±0.175a 
 

NE 
 

3.6484±0.481a 

CONTROL 3.4705±0.631a 
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ANEXO 4. Análisis estadístico (análisis de varianza de una vía (ANOVA), 

seguido de una prueba de medias de mínimos cuadrados (Tukey). Actividad de la 

enzima aspartato aminotransferasa (ASAT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 5. Curva de calibración FRAP 

 

 

y = 329.65x + 0.2862
R² = 0.9923
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Curva de calibración de Trolox

TRATAMIENTO ACTIVIDAD ASAT 

TAA 
190.4420±54.499a 

 

SURF con TAA 145.8076±45.489ab 

EXAC 156.7234±44.124ab 

NE+EXAC 125.9998±26.631ab 

SURFACTANTE 92.6860±26.334b 

ACE 109.0170±30.222b 

NE 
 

117.1170±32.350b 

CONTROL 89.4749±15.271b 
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Anexo 6.Curva de calibración ABTS 
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ANEXO 7. Técnica de la determinación de transaminasas ALAT Y ASAT. 
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