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RESUMEN.

En nuestros dias, la evolucién de las industrias farmacéutica y cosmética permiten un
aumento en el desarrollo de novedosas formas de administrar los principios activos, lo que
tiene por objetivo lograr su mejor y mas facil administracion. Actualmente una de las
tendencias méas marcadas en los pacientes y en los consumidores de cosméticos es buscar
productos que destaquen por sus componentes de origen natural, que ayuden a fortalecer su

salud, siendo el autocuidado cada vez mas importante dentro la sociedad.

En este &mbito, los sistemas de nanoparticulas ofrecen ventajas para ser utilizados y obtener
los fines antes mencionados, ya que en su elaboracion se pueden utilizar materias primas de
origen natural, aprobadas para su uso en humanos, las cuales no generan toxicidad y ademas
ofrecen una amplia gama de aplicaciones para ser utilizados como vehiculos para principios

activos con solubilidades bajas y biodisponibilidad deficiente.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo experimental, se sintetizaron Nanoparticulas
Lipidicas Sdlidas (NLS) de manteca de cacao a traves del método de rotor estator y se evalud
su proceso de obtencion a través del control de la concentracion de tensioactivo y la
concentracion de lipido, para determinar su efecto sobre las propiedades fisicas de las
nanoparticulas a través de los parametros de tamafio de particula, indice de polidispersion,
potencial Z y calorimetria, asi como se determind la estabilidad del sistema nanoparticulado

a través de un analisis de dispersion de luz multiple.

Se generaron 6 formulaciones, con un tamafio de particula de entre 183.3 nmy 709.2 nm. En
cuanto a la concentracién de lipido se concluyo6 que esta influye en el tamafio de particula,
potencial Z y estabilidad, por lo que su dptima concentracion es del 3 %. Para el caso de la
concentracion de tensioactivos, se concluyd que los mejores resultados se obtuvieron al
utilizar en conjunto tensioactivo y co-tensioactivo, en una concentracién del 3%, que

permitié una mayor estabilidad y menor tamafio de particula.



INTRODUCCION.

La manteca de cacao, derivada de las semillas del arbol de Theobroma cacao es uno de los
principales componentes en la fabricacion de chocolate, pero también se utiliza ampliamente
en productos para el cuidado personal como lo son cosméticos y diferentes productos
farmacéuticos (Beg et al., 2017). Dichas capacidades de uso se deben a que la manteca de
cacao tiene una mejor biocompatibilidad y menor toxicidad in vivo que los lipidos
semisintéticos, ademas de que contiene 40% 0 mas acidos grasos insaturados (Kim et al.,
2005). A pesar de su composicién simple, la manteca de cacao muestra un comportamiento
estructural muy complejo, resultante del polimorfismo de los triacilglicéridos que la

conforman.

El polimorfismo de la manteca de cacao esta bien descrito en la literatura y definido por seis
formas polimorficas diferentes. Estos son | (sub-a), IT (o), IIT (B27), IV (B1"), V (B2), VI (B1),
en orden creciente de puntos de fusion y estabilidad (Shtay, 2018). Por su parte, las
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) han atraido cada vez mas la atencion como un
potencial vehiculo de administracion de farmacos y diferentes sustancias bioactivas (Aditya,
2015). Debido a sus multiples ventajas, como la posibilidad de realizar grandes escalas de
produccion, presentar una baja toxicidad, alta estabilidad quimica y fisica, tienen la capacidad
de mejorar la biodisponibilidad, liberacion sostenida y ademas proporcionan proteccién a

moléculas sensibles a efectos ambientales, como la oxidacion (Patidar et al., 2010).

Las ventajas del uso de NLS se deben principalmente a la matriz lipidica solidificada,
(Salminen et al., 2020) dicha matriz limita el transporte de masa de los ingredientes
incorporados hacia la superficie de la particula, donde el oxigeno y otros pro-oxidantes estan
en abundancia, lo que limita la oxidacion de los ingredientes incorporados (Weiss et al.,
2008). Sin embargo, existen diversas desventajas comunes relacionadas al uso de
nanoparticulas lipidicas sélidas, como la agregacion y gelificacion de las suspensiones en
produccién y/o condiciones de almacenamiento (Helgason et al., 2008). En el proceso de
preparacion de NLS, para lograr una correcta estabilizacion es indispensable la seleccion

adecuada de lipidos y emulsionantes, ya que los lipidos solidos son propensos a la transicion

ii



polimorfica, que describe los cambios en la morfologia de los cristales de lipidos y
empaquetamiento de un cristal o termodindmicamente inestable a un cristal [
termodindmicamente estable (Sato y Garti, 1998). El uso de compuestos biocompatibles para
la preparacion de NLS, como lo es el uso de la manteca de cacao, permite evitar problemas
de toxicidad, que a menudo son asociados a la administracion de nanoparticulas poliméricas,
las cuales pueden contener monémeros toxicos, residuos o disolventes, y pueden formar

productos de degradacion toxicos (Mdller et al., 2000).
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CAPITULO I. ANTECEDENTES.

1.1. Manteca de Cacao.

1.1.1. Generalidades de la manteca de cacao.

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-186-SSA1/SCFI-2013, de las
especificaciones sanitarias y denominacion comercial del cacao, chocolate y productos
similares, y derivados del cacao, refiere como manteca de cacao, al producto semisolido, de
aspecto graso a temperatura ambiente, de color blanco o ligeramente amarillento, obtenido
por el procesamiento de las semillas del &arbol Theobroma cacao, que se obtiene por

extraccion mecanica o por solventes.

La manteca se obtiene a partir de las semillas del arbusto del cacao (Theobroma cacao). Se
someten a un proceso de fermentado, tostado, descascarillado, pulverizado y prensado. El
cacao es el residuo seco que se separa de la manteca durante el proceso de prensado.
(Fernandez, 2007). Ver figura 1.

1.1.2. Composicion de la manteca de cacao.

La manteca de cacao estd basicamente constituida por triacilgliceroles, la molécula de
triacilglicerol consiste en un triester de un glicerol con tres acidos grasos (cadenas). La
nomenclatura utilizada para designar e identificar los triacilgliceroles se basa en la secuencia
de los acidos grasos que los constituyen. De este modo, los tres triacilgliceroles basicos de la
manteca de cacao son el POP, POS y SOS, constituidos por acido palmitico (P), oleico (O) y
estedrico (S) (Bayés et al., 2017).
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Figura 1. Proceso de obtencion de la manteca de cacao. (Doporto, 2013).

La composicion aproximada de los acidos grasos en la manteca de cacao es de 24.4%
palmitico (Figura 2), 35.4% estearico (Figura 3), 38.1% de acido oleico (Figura 4). (Codini
etal., 2004)

Tabla 1. Composicion de la manteca de cacao.

Composicion Porcentaje (%)
Triacilglicéridos 98
Acidos grasos libres 1
Diglicéridos 0.3-0.5
Monoglicéridos 0.1
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Figura 2. Estructura molecular del &cido palmitico. (UNIIQUIM, 2016a).
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Figura 3. Estructura molecular del &cido estearico.(UNIIQUIM, 2016b).
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Figura 4. Estructura molecular del &cido oleico. (UNIIQUIM, 2016c).

1.2 Polimorfismo de la manteca de cacao.

1.2.1. Definicién de polimorfismo.

En quimica, el polimorfismo se define como la capacidad de una especie quimica para existir
en mas de una forma o estructura cristalina. En el estado cristalino, las moléculas presentan
un alto orden estructural, dando lugar a la celdilla unidad, que puede ser monoclinica.
triclinica, tetragonal. hexagonal. romboidal, ortorrbmbicay clbica, la repeticion de la celdilla
unidad en las tres direcciones espaciales da lugar a la forma macroscopica del cristal, que es
lo que llamamos habito cristalino, que se refiere al modo de crecimiento que define la forma

externa de un cristal (Figura 5).



(a) (b)

Figura 5. a) Cristales de idéntica morfologia y diferente habito: b) Cristales de diferente morfologia y
mismo habito. (Fernandez, 2007).

Cada polimorfo posee propiedades fisicoquimicas que en algunos casos pueden variar
notablemente, como la solubilidad, la densidad, la dureza del cristal, el punto de fusion, la

forma'y el color (Fernandez, 2007).

1.2.2. Polimorfismo asociado en manteca de cacao.

Cuando los triacilgliceroles POP, POS y SOS se encuentran mezclados en la manteca de
cacao, ésta exhibe un comportamiento polimérfico; Wille y Lutton en 1966 estudiaron
extensamente las formas polimorficas de la manteca de cacao y encontraron seis formas
cristalinas identificadas por los numeros romanos | a VI en orden de estabilidad creciente.
La forma | menos estable, con una estructura cristalina distinta, tiene un punto de fusién de
17.3 ° C. Tiene una vida Util corta y se transforma rapidamente en las formas I, I, IVy V
que se obtienen directamente de la masa fundida, los polimorfos de mayor estabilidad
requieren temperaturas de cristalizacion mas altas y periodos de tiempo mas largos para

formarse.

Van Malssen y colaboradores en 1999 llevaron a cabo un estudio de transicidn de fase de la
manteca de cacao en condiciones isotérmicas, observaron cuatro formas polimorficas: vy, a,
B’y B. Se encontrd que las formas y, a y B’ cristalizaban directamente de la masa fundida y
todas se transformaban con el tiempo en fases de mayor estabilidad. Se encontro que la forma
["existe como una forma transitoria en lugar de como las dos formas distintas, IIl y IV, como

informaron Wille y Lutton. A diferencia de las otras formas polimorficas, la fase B no se



forma directamente a partir de la masa fundida, sino a partir de la transformacion de la forma
" metaestable. Las formas V y VI fueron encontradas por Wille y Lutton, y son consideradas

por Van Malssen como subfases del polimorfo B (Ghazani y Marangoni, 2021).
Continuando con la nomenclatura de los polimorfos, la clasificacion utilizada mediante letras

del alfabeto griego denota la forma del cristal polimoérfico, a una forma hexagonal, B una

forma perpendicular ortorrombica, y § una forma triclinica (Figura 6) (Declerck et al., 2021).
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Figura 6. Formas cristalinas de los polimorfos de manteca de cacao. (Declerck et al., 2021).

La forma VI, con un punto de fusion de 36 ° C, se obtiene mediante la transformacion de la
forma V mediante la solidificacién directa de la masa fundida. Esta transformacion implica
un cambio muy pequefio en la estructura cristalina. Cada forma presenta un punto de fusion
distinto (ver tabla 2) y, de todas ellas, la que es promocionada por la industria alimentaria,
cosmética e incluso farmacéutica es la forma V(B2), puesto que funde a una temperatura de

32-33°C, que coincide con la temperatura de nuestro cuerpo (Bayés et al., 2017).

Tabla 2. Temperaturas de fusion reportadas para cada polimorfo de la manteca de cacao. (Bayés et al.,
2017; Declerck et al., 2021).

Polimorfo T fusion (°C) Rango de fusion (°C)
| (sub-a) 17 13-18
Il (o) 23 17-24
11 (B2) 25 22-28
IV (1) 27 21-33
V (B2) 33 30-34
VI (B1) 36 33-36




1.3 Nanotecnologia.

La nanotecnologia se define como el estudio de las propiedades de la materia en la escala
nanométrica, donde se puede hacer la manipulacion de las propiedades de una molécula para
obtener propiedades nuevas o diferentes de los materiales en escala macro o micro. La Figura

7, muestra una representacion general de los tamafios de particula de diferentes materiales.
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Figura 7. Representacion grafica de la escala nanométrica. (Padilla et al., 2018).

La nanotecnologia tiene el potencial de optimizar procesos industriales, crear productos
innovadores y aportar soluciones a problematicas criticas para la sociedad, ya que ofrece la

posibilidad de crear y disefiar nanoparticulas con requisitos especificos (Padilla et al., 2018).



1.3.1 Nanoparticulas.

En el area farmacéutica, la Enciclopedia de Tecnologia Farmacéutica establece que las
nanoparticulas son particulas sélidas coloidales de materiales macromoleculares que
contienen una sustancia activa (f&rmaco o material bioldgicamente activo) disuelto,
entrampado, encapsulado, adsorbido o enlazado en la matriz de la nanoparticula (Arista,
2019), se producen mecanica o quimicamente y cuyo tamafio de particula oscila entre 1y
1000 nm (Martinez, 2019). La Figura 8, muestra la esquematizacion de diferentes tipos de

sistemas nanoparticulados.

Sistemas Nanoparticlulados Lipidicos

Nanoparticula Acarrcador lipidico Nanoliposoma Lipoplex
lipidica solida nanocstructurado

Sistemas Nanoparticlulados Poliméricos

Nanocesfera Nanocidpsula
Nanoparticulas Nanomicela Poliplex Nanogel
polimérica

Sistemas Nanoparticlulados Inorginicos

Nanoparticula magnética Nanoparticula de oro Nanoparticula de silica

Figura 8. Esquematizacion de diferentes tipos de sistemas nanoparticulados. (Arista, 2019).



1.3.2 Nanoparticulas Lipidicas Solidas.

Las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) se desarrollaron a principios de 1990. Son
sistemas coloidales con una alta proporcion de agua (70-95%), elaborados principalmente a
partir de lipidos solidos con patrones cristalinos especificos, presentan un tamafio de 50-1000
nm y se mantienen estabilizadas en suspension acuosa mediante concentraciones
relativamente altas de tensioactivos o polimeros hidrofilicos (Garzén et al., 2008). En su
fabricacion se conjuntan las ventajas de las particulas solidas con las de las emulsiones y las
de los liposomas. Las NLS se generan a partir del intercambio del lipido liquido de las
emulsiones por un lipido s6lido, lo que significa que las NLS son solidas a temperatura
ambiente, asi como a la temperatura del cuerpo (Villafuerte et al., 2008). Como
caracteristicas generales, las NLS tienden a gelificar y a expulsar el farmaco durante el
almacenamiento, presentan capacidad de carga limitada, son biodegradables y tienen buena
tolerancia (Kim et al., 2005).

1.3.3 Ventajas y desventajas del uso de Nanoparticulas Lipidicas Solidas.

Existen diversas ventajas y algunas desventajas en el uso de NLS como transportadores, las

cuales se conjuntan en el siguiente recuadro (Figura 9):

1. Uso de lipidos
fisiolégicamente aceptables
para su preparacion.

VENTAJAS

2. Posibilidad de evitar el uso
de solventes organicos en su
preparacion.

3.Buena biodisponibilidad.

4. Brindan proteccién a las
moléculas de farmacos
susceptibles a degradarse
bajo la influencia de agentes
externos como luz y el agua.

5.0frecen liberacion
prolongada para sustancias
activas poco solubles en agua
incorporadas en la matriz
lipidica sélida.

1. Crecimiento de las
particulas durante su
almacenamiento.

2. Tendencia hacia una
gelificacion impredecible

3. Cambios inesperados en
las transiciones polimdrficas.

4.Inherente baja capacidad
de incorporacion de los
farmacos debido a la
estructura cristalina del lipido
solido

SV[IV1IN3IAS3A

Figura 9. Ventajas y desventajas del uso de NLS. (Villafuerte et al., 2008).



1.3.4 Estructura de las Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS).

Las NLS muestran una estructura con un nucleo solido lipidico que puede solubilizar
farmacos lipofilicos. El ndcleo lipidico se estabiliza con tensioactivos o emulsificantes, dado
que son adsorbidos en la superficie de las gotas de grasa formando una barrera esférica. Es
posible incorporar diferentes tipos de farmacos en las nanoparticulas lipidicas solidas (NLS),
entre los cuales se pueden incluir farmacos lipofilicos, farmacos hidrofilicos (conjugados con
sustancias lipidicas), e inclusive aceites volatiles a los cuales se puede proteger de la

degradacion y orientar hacia un objetivo especifico a través de las NLS. Ver figura 10.

Tonsoaclivos

LIpldos

Farmacos

Figura 10. Representacion esquematica de una NLS. (Villafuerte et al., 2008).

Para laincorporacion de farmacos a las NLS es imprescindible conocer la capacidad de carga,
la cual se expresa como un porcentaje relativo a la fase lipidica (matriz lipidica + farmaco).
Generalmente se considera tipico un porcentaje entre 1y 5 para las NLS (Villafuerte et al.,
2008).

1.3.5 Estabilidad de las Nanoparticulas Lipidicas Solidas.

Es de suma importancia hacer una revision acerca de la estabilidad fisicoquimica en las
dispersiones de particulas lipidicas que presentan un diametro nanométrico, ya que durante
el almacenamiento de las dispersiones de NLS por periodos prolongados, podria ocurrir la

agregacion de las particulas, esto debido a que las particulas individuales difunden en el
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medio de dispersion, provocando choques que pueden conducir a una floculacion pericinética
(colisiones causadas por el movimiento browniano). Este fendbmeno puede evitarse al hacer
una adecuada seleccién de tensioactivo o una mezcla de tensioactivos a concentraciones

convenientes (Villafuerte et al., 2008).

Las mezclas de tensioactivos generalmente tienen un efecto de sinergia, produciendo una
pelicula interfacial con alta capacidad de recubrimiento y con viscosidad suficiente para
disminuir la agregacion las particulas durante la produccién y el almacenamiento. De igual
manera es posible mejorar la estabilidad fisica de las particulas al incrementar los efectos
estéricos y la rigidez de la pelicula externa, y al modificar la carga superficial de las

particulas, a traves del uso de co-emulsificantes (Garzon et al., 2008).

Es importante considerar que el tipo de tensioactivo que se elija en la preparacion puede
influir en la temperatura de cristalizacion de la fase dispersa. La temperatura de cristalizacion
y las transiciones polimorficas son pardmetros importantes para la preparacion de
nanoparticulas de triacilglicéridos. La transicién hacia un polimorfo méas estable de los
triacilglicéridos se acomparia de un rearreglo de las moléculas y de un aumento en la densidad
de la celda cristalina. A su vez, el tipo de cristal que se obtiene puede influir sobre la
estabilidad de las dispersiones y su capacidad para cargar farmacos (Bunjes et al., 2003)

1.3.6 Métodos de preparacion de Nanoparticulas Lipidicas Solidas.

La elaboracion de Nanoparticulas lipidicas s6lidas consiste esencialmente en cuatro etapas,
de las cuales la primera es la preparacion de la fase oleosa que conformara la parte lipidica
de las nanoparticulas, ésta se prepara mediante la fusion de las grasas, es importante
mencionar que la concentracion de lipidos tiene una influencia significativa en el tamafio y

estructura de las particulas.

La segunda etapa que conforma el proceso de preparacion de las nanoparticulas es la
preparacion de la fase acuosa, la cual la conforma una disolucion de tensioactivos que a su

vez puede incluir co-emulsificantes o polimeros estabilizadores. La tercera etapa es la
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formacion de una pre-emulsién, mezclando ambas fases ya sea en frio o en caliente mediante

una agitacion vigorosa o ultrasonica durante varios ciclos.

La cuarta etapa de la preparacion consiste en la concentracion de la dispersion acuosa de
nanoparticulas lipidicas mediante procesos como la evaporacion, centrifugacion o secado, de
esta manera su manejo y administracion es mas sencillo (Garzon et al., 2008). En el siguiente
diagrama (Tabla 3) se muestran las diferentes variables que afectan las caracteristicas finales

de las nanoparticulas en cada etapa del proceso para su mejor entendimiento.

Tabla 3. Variables en las caracteristicas de las NLS (Serra y Fernandez, 2009).

Fusion o disolucion Preparacion de fase
Pre-emulsion Dispersion
de grasas acuosa

«Naturaleza de las «Naturaleza de los *Temperatura de las «Temperatura de las

grasas tensioactivos fases fases
«Temperatura de «Concentracion de *Velocidad y ntimero *Velocidad

fusion tensioactivos o uso de ciclos «Temperatura de
«Concentracion de de co-emulsificantes +Presion sublimacion

lipido «Naturaleza de la (liofilizacion y

fase acuosa secado)

1.3.7 Procesos para la obtencién de NLS.

A continuacidn, en la Tabla 4, se muestran los procesos reportados para la obtencién de
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas, asi como sus generalidades.
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Tabla 4. Procesos de obtencion de NLS y sus generalidades (Martinez, 2019; Arista, 2019).

Nombre del Proceso

Homogeneizacion a alta

presion

Emulsificacion- Evaporacion

Emulsificacion- Difusion

Microfluidizacion

Generalidades del Procedimiento

En este proceso se alcanzan altas fuerzas de corte
favorecen la reduccion de una pre-emulsion. Obteniendo
tamanos de particula nanométricos, que dependen de la
presion y nimero de ciclos utilizados durante el proceso.
Como ventajas, puede llevarse a cabo en caliente 0 en
frio.

Los componentes lipidicos se disuelven en un disolvente
inmiscible en agua (por ejemplo cloroformo o tolueno)
previamente saturado, emulsificandolo a altas
temperaturas con una disolucién saturada de tensoactivo
en agua. Posteriormente el disolvente se evapora a
presion reducida, induciendo la precipitacion del lipido
y la formacion de suspensiones de NLS.

Se utilizan disolventes con alta miscibilidad en agua, y
se busca dar lugar a la rapida precipitacion de las gotas
de lipido mediante un aumento en la velocidad de
agitacion, que incrementa la velocidad de dispersion
del disolvente para permitir la obtencidn de suspensiones
de NLS. La adicion de un exceso de fase acuosa acelera
la difusion del disolvente hacia la fase continua,
favoreciendo la precipitacion de las NLS.

Implica el flujo de los sistemas lipidico y solucion acuosa
tensioactiva y mediante un aumento de la presién y alta
velocidad, el proceso reduce significativamente el
tamario de las gotas de las nanoparticulas y proporciona

una distribucion de tamafio de particula uniforme.
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1.4 Caracterizacion de Nanoparticulas.

Se utilizan diferentes técnicas para caracterizar a las nanoparticulas a través de pardmetros
fisicoquimicos como la morfologia, el tamafio de particula, el potencial zeta ({) (Arista,
2019).

1.4.1 Tamano de Particula.

Uno de los factores que presentan un efecto significativo sobre la estabilidad de las NLS es
el tamafio de las particulas, lo cual es fundamental, ya que si no se conociera su tamafio
resultaria imposible afirmar que son nanoparticulas, para determinar el tamafio y la
distribucion de las NLS, uno de los métodos mas utilizados es la espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS), también conocido como la dispersion dinamica de luz (DLS),
es un método que no mide directamente el tamafio de las particulas sino que detecta los
efectos de dispersion de luz, los cuales son utilizados para calcular el tamafio de las particulas.
(Figura 11). De esta manera, se mide la fluctuacion de la intensidad de la luz que se dispersa
por el movimiento browniano (movimiento de particulas debido a la colision aleatoria con
las moléculas de liquido que rodea la particula), ya que las particulas suspendidas en un
liquido nunca son estacionarias. Una caracteristica de dicho movimiento para DLS es que las
particulas pequefias se mueven, rapidamente y las particulas grandes lentamente (Salas,
2013).

Luz que no es
dispersada

Deteclor

Intensldad
M Promedio

Figura 11. Esquematizacion de luz dispersa captada por un detector. (Salas, 2013).
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El método PCS cubre tamafios entre algunos nanémetros y 3 micras, sin embargo, no detecta
particulas mayores. Se ha utilizado para determinar el efecto de las caracteristicas quimicas
del lipido, la proporcion tensioactivo/lipido y de la proporcion molar tensioactivo/co-

tensioactivo sobre la distribucion del tamafio de nanoparticulas lipidicas.

Los datos obtenidos por este método se pueden analizar suponiendo una forma esférica de la
nanoparticula y expresarse como el didmetro efectivo, y con un valor de dispersion de ese
tamafo (indice de polidispersion IPD). El IPD es un parametro para la amplitud de la
dispersion de la distribucion del tamarfio de las particulas. Para un sistema monodisperso su
valor seria de 0 (Villafuerte et al., 2008).

1.4.2 Potencial zeta ().

El potencial zeta es una propiedad de los materiales que miden el potencial electrocinético
en sistemas coloidales; se denota por lo general con la letra griega zeta ((). Esta propiedad
puede explicarse de la siguiente manera, en particulas suspendidas la carga neta en la
superficie de la particula afecta a la distribucion de los iones en la region circundante
interfacial, resultando en un aumento de la concentracion de contraiones (iones de carga
opuesta a la de la particula) cerca de la superficie. Entonces existe una doble capa eléctrica

alrededor de cada particula.

La capa de liquido que rodea la particula existe en forma de dos partes; una region interior,
llamada la capa de Stern, donde los iones estan fuertemente ligados y una exterior, region
difusa, donde son menos fuertes. En la capa difusa hay un limite teérico dentro del cual los
iones y particulas forman una entidad estable. Cuando una particula se mueve (por ejemplo,
debido a la gravedad), los iones dentro de la frontera se mueven con él, pero los iones mas
alla de la frontera no viajan con la particula. Este limite es la superficie de cizallamiento
hidrodinamico o plano de deslizamiento, y la diferencia de potencial eléctrico en este limite

es conocido como el potencial zeta (Salas, 2013). Ver figura 12.
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Figura 12. Representacion del potencial zeta. (Salas, 2013).

La importancia del potencial zeta yace en que su valor puede estar relacionado con la
estabilidad de las dispersiones coloidales. Ya que indica el grado de repulsion entre particulas
adyacentes, cargadas en una dispersion. Para las particulas pequefias, un alto potencial zeta
les confiere estabilidad, de esta manera la dispersion resistira a la agregacion. De manera
contraria, cuando el potencial zeta es bajo, existe una atraccion entre las particulas que supera

a la repulsion por lo que se forman floculos, en lugar de dispersiones (Mayoral et al., 2014).

Es crucial mencionar que el potencial zeta al reflejar el potencial eléctrico de las particulas
es influenciado por la composicion de la matriz y por el medio en el que son dispersadas, de
esta manera, los sistemas que contienen estabilizantes, ya que la adsorcion de los
estabilizantes disminuira el potencial zeta debido al cambio en la superficie de la
nanoparticula (Arista, 2019).

1.4.3 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
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La calorimetria diferencial de barrido es una herramienta para investigar la fusion y el
comportamiento de recristalizacion de materiales cristalinos como las NLS (Villafuerte et al.,
2008). El propdsito de los instrumentos térmicos diferenciales es registrar la diferencia entre

el cambio de entalpia que ocurre en una muestra y un material inerte de referencia cuando

ambos se calientan.

En el DSC, se utilizan una muestra y una referencia (Indio), las cuales se calientan
independientemente, y se puede medir directamente la diferencia en flujo de calor para
mantener una temperatura igual en ambas. Asi, los datos se obtienen en forma de entradas
diferenciales de calor (dH/dt) en funcidn de la temperatura. Con estos datos se pueden obtener

temperaturas y entalpias de transicion o de reaccion (Sandoval et al., 2005).

Malcrias primas

SLNs placcbo

Flujo de calor (J/2)

SLNSs con fdrmaco

40 60 80 100

Tempertum (°C)

Figura 13. Representacion esquematica obtenida de termogramas de materia prima, NLS placebo
liofilizadas y cargadas. (Villafuerte et al., 2008).

En particular, las aplicaciones de la DSC incluyen la deteccion de polimorfismo, la medicion
de la reaccion y la cinética de descomposicion, la evaluacion de la compatibilidad de los
constituyentes en la formulacién, determinacion de la pureza y estudios de la temperatura de

transicion vitrea (Hernandez, 2013). Ver Figura 13.
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1.5 Actividad Superficial.

La tension superficial se puede expresar como la fuerza por unidad de longitud que debe
aplicarse a la superficie para contrarrestar la atraccion interna de la red, derivada de las
fuerzas intermoleculares del disolvente, tiene unidades de acuerdo con el sistema
internacional de unidades (N/m) (Soto, 2018). La mayoria de los compuestos organicos
solubles en agua abaten la tension superficial pero el efecto es generalmente mucho menos
pronunciado que el de los tensioactivos (Tadros, 2014). La estructura general de una
molécula con actividad superficial muestra dos zonas de comportamiento antagénico, una de
ellas, la de mayor tamafio y correspondiente a un hidrocarburo, es hidr6foba y la otra region
es hidrofilica; por esta dualidad se emplea el término anfifilo como sinénimo de tensioactivo.
Ver figura 14.

Non-polar tail (polymer chain) Polar head group

Figura 14. Estructura de una molécula anfifilica tensioactiva. (Juarez, 2016).

Toda molécula con actividad superficial migra a la interfase liquido-vapor, conforme la
interfase se satura, al seno de la fase acuosa los mondémeros se organizan para formar
estructuras micelares, esto sucede cuando se alcanza la concentracion micelar critica (CMC)
(Juérez, 2016).
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Figura 15. Formacion de micelas. (Juarez, 2016).

En la Figura 15, se observa en la parte a, el sistema general del sistema vapor-agua-
tensioactivo. Mientras que en la parte b se muestra la saturacion de la interfase que provoca

la formacidn de estructuras micelares al seno del liquido (Juarez, 2016).
1.5.1 Esteres del sorbitan.

Los ésteres de sorbitan son tensioactivos de tipo no i6nico que se obtienen por adicién de un
acido graso al sorbitan (ver Figura 16); las moléculas obtenidas pertenecen a una familia de
moléculas de baja toxicidad por derivarse de compuestos bioldgicos, de manera genérica se
les conoce como ésteres de sorbitdn, que s6lo son dispersables en agua, favoreciendo

emulsiones agua en aceite (W/O) (Salager, 2002).

OH

OH

OH OH

Figura 16. Molécula de Sorbitol. (Juarez, 2016).

A continuacion, se muestran algunos ejemplos de ésteres de sorbitan (Tabla 5).
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Tabla 5. Ejemplos de Esteres de Sorbitan. (Juarez, 2016).

Acido graso Nombre Estructura molecular HLB

esterificado en el Comercial
sorbitan
Acido Laurico Span® 20 .
C12H2402 0 TN e
OH 86
HO OH
Acido Palmitico Span® 40 9
P M OH
C16H3202 CraShgishe 10 0 6.7
OH
OH

Acido Estéarico Span® 60

S CH,
C18H3602 Q/[/ W 47
OH
HO OH

Acido Oléico Span® 80

C18H3402 ;_Z/(MM 2.1
on ° CHs
HO OH £

La adicion de 6xido de etileno a los ésteres de Sorbitan genera la obtencion de una
serie de compuestos conocidos como ésteres de Sorbitan polietoxilados, comercialmente
conocidos como Tween® los cuales se obtienen por la adicion de 20 moléculas, en promedio,
de 6xido de etileno a los Span® . Los Tween® son menos hidréfobos que sus antecesores
Span®, favorecen emulsiones del tipo aceite en agua (O/W) y son los compuestos mas
empleados en el campo farmacéutico. (Tadros, 2014). A continuacion, en la Tabla 6, se

muestran algunos ejemplos de ésteres de sorbitan polietoxilados:
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Tabla 6. Ejemplos de ésteres de sorbitan polietoxilados (Juarez, 2016).

Span® de Base Nombre Estructura molecular HLB
comercial
20 Tween® 20 16.7
HO” O¥‘ ;{D: [oH
No} T')O }yOH N
40 Tween® 40 15.6
\‘ \ oL,
Wx+y+z=20 | yo CisHs
foy
60 Tween® 60 14.9
\
80 Tween® 80 15
i

1.5.2 Copolimeros Triblogue.

Este tipo de tensioactivos poliméricos, conocidos generalmente como Pluronic® estan
compuestos por cadenas de polietilenglicol (parte hidrofobica) y polipropilenglicol (parte
hidrofilica) (Soto, 2018) ElI acomodo de la molécula es en eslabones hidrofilicos que se
acoplan entre ellos para formar un grupo hidrofilico, y los eslabones lipofilicos hacen lo
mismo. Se tiene por lo tanto un surfactante macromolecular, pero con zonas bien definidas

(Salager, 2002). Este tipo de tensioactivos generalmente suelen ser muy poco solubles en
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aguay resultan tener propiedades sumamente interesantes, debido a que tienen la capacidad
de formar micelas poliméricas utilizadas como agentes en la liberacion controlada de
farmacos. Generalmente su estructura es del tipo PEGx-PPGy-PEGX, como se muestra a

continuacion en la Figura 17 (Soto, 2018).

(iH;
HO CH,;CH;0 CHCH,0 CH,CH,O0-—H

L PEG JxL PPG JyL PEG .y

Figura 17. Estructura General de los tensioactivos Pluronic®. (Soto, 2018).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
EXPERIMENTAL

2.1 Justificacion.

Con los avances tecnoldgicos de los ultimos afios, las nanoparticulas han demostrado poseer
un enorme potencial para su aplicacion farmacéutica, cosmética y alimenticia. Los sistemas
lipidicos son los de uso mas extendido ya que presentan propiedades dptimas en cuanto a
biocompatibilidad y biodegradabilidad, esto al compararlos frente al uso de otros
nanomateriales de aplicacién biomédica y alimenticia, de los cuales hay cada vez mas
estudios donde se ha probado que cominmente tienen propiedades citotoxicas. El uso de
nanoparticulas permite una liberacién controlada prolongada, proteccion del farmaco,
compatibilidad, conversidon de liquido a s6lido, reduce su toxicidad, y mejora su olor y sabor.
Un objetivo de su uso es encapsular farmacos poco solubles en agua, especificamente para
administrarlos de forma oral, debido a sus propiedades de absorcién, solubilidad y
biodisponibilidad. Para medicamentos que van a ser administrados de forma oral, es de suma
importancia que los excipientes no sean tdxicos y que sean biodegradables al momento de
ser absorbidos por el cuerpo, por lo que se sugiere el uso de lipidos que provienen de

alimentos.

En la formulacién de NLS es necesario incluir tensioactivos y lipidos sélidos, los cuales,
pueden ser lipidos semi-sintéticos, sin embargo, en los ultimos afios las industrias
alimenticia, farmacéutica y cosmética han optado por desarrollar entre sus productos
novedosos aquellos que presenten un mayor contenido de ingredientes de origen natural en
sus formulaciones, esto debido a la demanda de productos de este tipo y a su vez por el éxito
que tienen al momento de su comercializacion, en un ambiente social en donde se ha
impuesto la ideologia de vivir de manera sustentable y “amigable” con el medio ambiente.
Por dichas razones, el uso de manteca de cacao, un lipido que se obtiene directamente de las
semillas del cacao, es una excelente opcidn para continuar con el avance nanotecnoldgico,

ya que cumple con el requisito de demanda, al ser un producto econémico, de origen natural,
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no citotoxico, biodegradable y al mismo tiempo que permite la formulacion de NLS que

pueden integrarse a diversas aplicaciones farmacéuticas, alimenticias y cosméticas.

Sumado a esto, México es un pais rico en materiales naturales con posibles aplicaciones
biomédicas, tal es el caso del cacao, cuyo uso es ademas beneficiado por una de sus
propiedades mas importantes, la propiedad antioxidante, originada por una alta concentracion
de flavonoides, antioxidantes de origen natural con propiedades poliméricas, donde su
monomero mas importante es la procianidina. El cacao, y por ende la manteca de cacao
previene el envejecimiento celular y puede tener una potencial aplicacién como biopolimero

para la nano encapsulacion de farmacos y principios activos en general.

Sin embargo, un constante problema con el uso de este lipido solido es su polimorfismo, ya
que variaciones en la estructura cristalina del lipido, llevan a la gelificaciéon del sistema,
debido al cambio en la estructura cristalina, que aumenta el area de superficie de las
particulas, y si en la formulacion no estan presentes cantidades suficientes de emulsionante
para adsorber a estas interfaces recién creadas, y como consecuencia las particulas se agregan
o incluso gelifican. Considerando el inconveniente del polimorfismo en la manteca de cacao,
se propone experimentar con diversas cantidades y proporciones de lipido (manteca de cacao)
y tensioactivo, para asi hacer la propuesta de una formulacion 6ptima que permita obtener

NLS estables al almacenamiento.

2.2 Hipotesis.

Si se establecen las condiciones 6ptimas en cuanto a concentracién de manteca de cacao y
concentracion de tensioactivo, entonces se obtendran nanoparticulas lipidicas sélidas de

tamafio adecuado, con un potencial zeta e indice de polidispersion que permitan su

estabilidad como sistema coloidal.
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2.3 Objetivo General.

Evaluar el proceso de obtencidén de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) de manteca de
cacao mediante el control de dos variables de preparacion: Concentracion de tensioactivo y
concentracion de lipido para evaluar su efecto sobre las propiedades del sistema y su

estabilidad fisica.

2.4 Objetivos Particulares.

e Establecer una metodologia de preparacion de nanoparticulas lipidicas sélidas donde el
lipido sea manteca de cacao.

e Evaluar la estabilidad de las nanoparticulas lipidicas sélidas mediante un analisis de
dispersion de luz multiple.

e Evaluar el efecto de la variacion de la concentracion de tensioactivo en la preparacion de
las nanoparticulas lipidicas solidas sobre los pardmetros de tamafio de particula, indice
de polidispersion, potencial zeta y propiedades calorimétricas que permitan la evaluacion
de su estabilidad fisica.

e Evaluar el efecto de la variacion de la concentracion de manteca de cacao en la
preparacion de las nanoparticulas lipidicas sélidas sobre los parametros de tamafio de
particula, indice de polidispersion, potencial zeta y propiedades calorimétricas que

permitan la evaluacién de su estabilidad fisica.

2.5 Materiales.

Manteca de Cacao de Drogueria Cosmopolita (México) fue utilizado como matriz oleosa
para las NLS. Agentes estabilizantes Polivinil Alcohol (PVAL) (Pm~ 89 —98 kDa, pu=11.6-
15.4 ¢P a 40 g/L en H20 a 20 °C) y Pluronic® F-127, fueron suministrados por Sigma-
Aldrich® (St. Louis, Missouri, EE.UU.). Tween® 80 (monooleato de sorbitan
polioxietilenado (20)), Pm = 1310 g/mol HLB = 15, p = 425 mPas a 25 °C) fue obtenido de
ICI Surfactantes de México. Span® 80 de Sigma Aldrich® (St. Louis, Missouri, EE.UU.).
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2.6 Preparacion de las Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS).

Las nanoparticulas de manteca de cacao se prepararon mediante el método de
homogeneizacién en caliente utilizando un rotor estator de acuerdo con la metodologia
propuesta por Zambrano-Zaragoza et al., (2013) con algunas modificaciones, para su
preparacion se siguieron las siguientes etapas: Acondicionamiento de la manteca de cacao,
preparacion de soluciones tensioactivas, preparacion de nanoparticulas, separacion de
manteca de cacao Yy caracterizacion de las nanoparticulas. Las cuales se detallan a

continuacion y se ilustra el proceso en la figura 18.

2.6.1 Acondicionamiento de la Manteca de Cacao.

En una balanza calibrada y con ayuda de un vaso de precipitados de 25 mL y una espatula se
peso la cantidad necesaria de manteca de cacao sélida correspondiente a la concentracion de
NLS deseada para cada tratamiento. Posteriormente se coloco en bafio maria el vaso de
precipitados con la manteca de cacao sobre una parrilla termoeléctrica precalentada a 85 °C

para permitir que la manteca se fundiera cuidandose que no obtenga una coloracién oscura.

2.6.2 Preparacion de la solucion acuosa con tensioactivos.

En una balanza calibrada y con ayuda de un vaso de precipitados de 100 mL y una espatula
se peso la cantidad necesaria de tensioactivos deseada para cada tratamiento. Se adicionaron
50 mL de agua destilada a los tensioactivos, posteriormente se mezclaron con un agitador
magnético hasta su disolucion. Se calentd en la parrilla termoeléctrica hasta alcanzar los 80-
85°C.

2.6.3 Preparacion de Nanoparticulas.

En un vaso de precipitados metalico con capacidad para 250 mL se adiciono la solucion de
tensioactivos verificando que su temperatura se encuentre de 80-85°C y una vez fundida la
manteca se verifico que su temperatura estuviera en el mismo rango, posteriormente se vertié

lentamente a la soluciéon acuosa de tensioactivos. Una vez vertida la manteca de cacao
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fundida se comenzd la agitacion con el ultra agitador de rotor estator Ultra-Turrax® T25 (IKA
WERKE, Staufen, Alemania) a 21 000 rpm cuidandose que la temperatura se mantenga de
85-90°C. Se agitd la muestra por 5 minutos y se dejo reposar por 5 minutos. Se repiti6 la
agitacion por 3 ciclos. Una vez terminados los ciclos de agitacion se dejo enfriar la mezclay
se continuo con agitacion magnética a una velocidad de 100rpm hasta lograr una temperatura
de 25°C. Utilizando un matraz de Bunsen y papel filtro, se filtro al vacio la mezcla. La Tabla

7, muestra los diferentes tratamientos realizados en el presente trabajo experimental.

Tabla 7. Diferentes tratamientos realizados en la formacion de Nanoparticulas lipidicas Sélidas.

Manteca de Cacao (%) PVAL (%) Pluronic® (%0) Tween® Span® (%)
3 3 3 3
5 5 5 5

2.6.4 Separacion de la manteca de Cacao de la solucion.

En una centrifuga con enfriamiento (Hermle Z323K, Labortechnik GMBH, Wehingen,
Alemania), las nanoparticulas lipidicas sélidas se purificaron mediante tres ciclos de
centrifugacion (25 000 x g durante 20 min a 5 °C). Una vez terminado el primer ciclo de
centrifugacion se desecho la fase acuosa y se recupero el pellet de las muestras, se enjuago
con agua destilada y se resuspendio. Se repitid este paso tres veces. El pellet se utiliz6 para

lectura de calorimetria y la fase acuosa para las lecturas espectrofotométricas.

2.7 Caracterizacion de Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) de Cacao.

2.7.1 Estabilidad fisica de las NLS.

Se determind la estabilidad de las nanoparticulas lipidicas sélidas con un Turbiscan MA2000
(Formulaction, Toulouse, Francia). Las suspensiones se transfirieron a una celda de muestra
cilindrica de vidrio de fondo plano para la medicion. La desestabilizacion de las muestras se

analizo utilizando perfiles de transmision y de retrodispersion, mediante la aplicacion de

26



pulsos cercanos de una fuente de luz infrarroja a 880 nm cada 8 minutos durante 24 horas,
teniendo dos detectores sincronicos: un detector de transmision y un detector de
retrodispersion. El detector de transmision recibira la luz que se mueve a través de la muestra
(a 0° del haz incidente), mientras que el detector de retrodispersion recibira la luz que se
dispersa hacia atrds por la muestra (a 135° vaiven del haz incidente). Las muestras se

analizaron a 25 °C (Gonzélez et al., 2018).

2.7.2 Tamano de particula.

El tamafio de particula (TP) y el indice de polidispersion (IPD) de las nanoparticulas lipidicas
solidas se determinaron por la técnica de dispersion de luz laser en un angulo fijo de 273°, a
una temperatura de 25 °C utilizando un Z-sizer Nano ZS90 (Malvern Ltd., Enigma Business
Park, Grovewood Road, UK). Las dispersiones se diluyeron con agua Milli-Q® para obtener

los histogramas de frecuencias de volumen.

2.7.3 Potencial zeta.

El potencial zeta ({) se determind para la evaluacion de la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas lipidicas sélidas utilizando un Z-sizer Nano ZS90 (Malvern Ltd., Enigma
Business Park, Grovewood Road, UK) una vez diluidas con agua Milli-Q®. El valor del
potencial zeta fue normalizado con dispersion patrén de poliestireno ((= —55 mV). Las

mediciones se realizaron a 25 °C por triplicado (Gonzélez et al., 2015).

2.7.4 Calorimetria Diferencial de Barrido

El comportamiento térmico de las nanoparticulas lipidicas solidas se evalué utilizando un
calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10, TA Instruments, New Castle, Delaware, EE.
UU.). Todas las muestras (3-5 mg) se colocaron en recipientes de aluminio herméticamente
cerrados y se colocaron en la cdmara del equipo a temperatura ambiente. Se empled gas
nitrégeno a un flujo de 50 mL/min en la linea de purga para controlar el entorno local

alrededor de la muestra. La temperatura se establecio en un rango de 25 a 300 °C con una
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rampa de calentamiento de 10 °C/min. El instrumento se calibré para el flujo de calor y la
temperatura utilizando agua destilada (punto de fusion 0 °C; AH=334 kJ/kg) ¢ indio (punto
de fusion 156,5 °C; AH=28.5 kJ/kg). Los datos se analizaron con el software de analisis

universal proporcionado junto con el instrumento DSC.

2.7.5 Andlisis estadistico.

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) para los resultados en cuanto a tamafio de
particula, indice de polidispersion y potencial zeta obtenidos de cada formulacion. Se utilizd
una significancia del 95% (o = 0.05) donde la Hipotesis nula (Ho) supone que las medias
calculadas no difieren significativamente para cada una de las variables, por lo que un valor
de p < al nivel de significancia implica que la hipdtesis nula es falsa y la diferencia es
significativa; un valor de p > al nivel de significancia supone que la hipotesis nula es
verdadera y los resultados no son significativamente diferentes. Todos los tratamientos se

realizaron por triplicado.

| PREPARACION DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS DE MANTECA DE CACAO |

1. Acondicionamiento de la manteca de cacao 2. Preparacion de las soluciones acuosas con tensioactivos.

S | = -

3.Preparacién de las nanoparticulas

/ -

4. Separacién de manteca de cacao de la solucién
é U

5.Pruebas de estabilidady caracterizacion.

Figura 18. Proceso realizado en la preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas de
manteca de cacao.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacion de la preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas de manteca de cacao.

Se prepararon 6 sistemas experimentales con la finalidad de obtener nanoparticulas lipidicas
solidas aplicando el método rotor estator el cual es un método de facil aplicacion y que ofrece
excelentes resultados. En la preparacion de nanoparticulas lipidicas solidas de manteca de
cacao es de suma importancia ser cuidadoso al fundir la manteca, ya que variaciones de
temperatura podrian oxidarla o bien predisponerla a un cambio de conformacion debido a su
naturaleza polimorfica, por lo que en el proceso se utilizé una misma temperatura de fusion
para todos los sistemas (85°C). Como estabilizantes se utilizaron tensioactivos de diferente
naturaleza para cada formulacion, y diferentes concentraciones de estos 3%m/v y 5%m/v, de
la misma manera diferentes concentraciones de manteca de cacao 3%m/v y 5%m/v (Tabla
8).

Como parte del proceso, una vez fundida la manteca, se calent6 a 85°C la fase acuosa, con la
finalidad de que no existieran variaciones en la temperatura de ambas fases para que la
manteca no iniciara un proceso de cristalizacion; de esta manera se vertié la manteca en la
fase acuosa durante el proceso de agitacion mecanica, manteniendo todo el tiempo la
temperatura a 85°C, asi se hicieron 3 ciclos de agitacion y posteriormente se dejo reposar a

temperatura ambiente el sistema hasta que su temperatura marcé 20°C.

Se encuentra reportado en la literatura, que la seleccion de tensioactivos en el sistema es vital
para obtener estabilidad, puesto que son adsorbidos en la superficie de las gotas del lipido,
formando una barrera estérica que les imparte estabilidad, lo que justifica las 3 diferentes
formulaciones propuestas en este trabajo, la primera con el tensioactivo Polivinil alcohol, un
surfactante polimérico sintético que forma una barrera mecanica y termodindmica en la
interfase de las nanoparticulas lipidicas, actuando como un polimero protector, lo que retarda
su coalescencia (Serra y Fernandez, 2009). La segunda formulacion, con Pluronic®, un
tensioactivo formado por copolimeros tribloque anfifi-licos, bio compatibles y de caracter

neutro, compuesto de éxido de polietileno (EO) y oxido de propileno (PO); la tercera, una
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mezcla de surfactantes, Tween® 80 (polisorbato 80), el cual es un surfactante no iénico, que
por la presencia en su estructura molecular de grupos hidrofilos no se ioniza en agua, lo cual
lo hace excelente para utilizarlo en conjunto con otros estabilizantes, como el Span® 80, que
presenta la misma naturaleza no idnica, esta mezcla de tensioactivos se propone ya que esta
reportado que las mezclas de tensioactivos generalmente tienen un efecto sinergista,
produciendo una pelicula interfacial con alta capacidad de recubrimiento y con viscosidad
suficiente para disminuir la agregacion de las particulas durante la produccion y el
almacenamiento, esto como resultado de que dificultan el acercamiento de las particulas,

estabilizando el sistema al disminuir la velocidad de coalescencia (Garzon et al., 2009)

Tabla 8. Analisis de movimiento electroforético y dispersion dinamica de la luz en los diferentes
tratamientos realizados.

) _ Manteca de
Tensioactivo c P (nm) PD () CemV)
acao nm - -m
(Yom/v)
(Yom/v)
PVAL 3% 3 709.2 +14.78 0.4+0.07 -2.7£0.30
PVAL 5% 5 532.6+ 179.53 0.28+0.03 -3.8+3.10
Pluronic® 3% 3 523.4+ 32.05 0.7£0.01 -5.7+0.18
Pluronic® 5% 5 403.6 +138.98 0.25+0.01 -9.4+3.74
Tween®/ Span®
3 183.3+25.02 0.3+ 0.11 -17.8+£1.05
3%
Tween®/ Span®
- 5 237.9+ 30.93 0.214+ 0.041 -13.4148.14
0

*TP: Tamaiio de particula, IPD: Indice de Polidispersion, (: Potencial zeta. Promedio +

desviacion estandar.

3.2 Efecto de la variacion de la concentracion (%m/v) y tipo de tensioactivo en la
preparacion.

El analisis de varianza ANOVA (Tabla 9) revela valores p<0.05, lo que demuestra diferencia
significativa entre sistemas en su tamafio de particula (TP), indice de polidispersion (IPD) y

potencial zeta () al variar el tipo y concentracion de tensioactivo.
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Tabla 9. valores P obtenidos al aplicar ANOVA a los datos obtenidos por cada Estabilizante y
concentracion % utilizada.

TP IPD ¢ REFERENCIA
0.000 0.0004 0.000 0.05
Significante Significante Significante p <0.05

3.2.1 Tamafio de particula (TP) e indice de polidispersién (IPD).

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio (indicada por el indice de polidispersion,
IPD) son caracteristicas cruciales en la produccion y estabilidad de las NLS. Estas
caracteristicas dependen en gran medida de la composicion de las particulas. Se encuentra
reportado que, al incrementar la concentracion de tensioactivos, el tamafio de la nanoparticula
decrece, por la disminucion de la tensién interfacial. Dicha afirmacion se comprueba con lo
obtenido experimentalmente, ya que en la Tabla 8, se puede observar que al aumentar la
concentracion de 3%m/v a 5%m/v en las formulaciones para cada tensioactivo se obtienen
tamanos de particula menores, lo cual es resultado de una mayor disponibilidad de moléculas
anfoteras que permitieran la formacion de nanoparticulas en conjunto con la manteca de

cacao disponible para cada sistema.

El indice de polidispersion es una indicacion del ancho de la distribucion del tamafio de
particula. El valor de IPD que refleja la calidad de la dispersion suele oscilar entre 0y 1. Los
valores de IPD < 0.1 indican la mayor calidad de dispersion (Shah et al., 2014). La mayoria
de los investigadores reconocen valores de IPD < 0.3 como valores dptimos; sin embargo,
los valores < 0.5 también son aceptables. Experimentalmente se obtuvieron resultados de
IPD y TP, que nos indican que, al aumentar la concentracion de tensioactivo en las
formulaciones, el IPD disminuyo, indicando mayor calidad de la dispersion al presentarse

menor distribucion del tamafio de particula.

Un resultado similar al obtenido experimentalmente fue obtenido por Blandon y Vazquez,

quienes elaboraron una sintesis electroquimica de nanoparticulas de plata en presencia de un
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surfactante neutro, donde al aumentar la concentracion de tensioactivo Pluronic® en la
formulacién mejora la estabilidad coloidal del sistema y las nanoparticulas disminuyen
notablemente su tamafio, garantizando tamafios menores a 50 nm e indices de polidispersion
bajos (Blandon et al., 2015).

De igual manera los resultados experimentales coinciden con lo reportado por Shah y
colaboradores en 2014, donde para la preparacion de sistemas nanoparticulados, encontraron
que el tamafio de particula disminuia después de la adicion de Span® 80 como co-tensioactivo
a un sistema estabilizado por Tween® 20, y al mismo tiempo al aumentar la cantidad de
tensioactivo en las formulaciones, se observé una reduccién en los valores de IP, lo cual
plantearon como l6gico, ya que la combinacién de co-tensioactivos y la adicion de mayores
cantidades de tensioactivo tienden a producir un producto mas estable y disperso (Shah et al.,
2014).

El uso de dos tensioactivos como estabilizantes, es muy comun, ya que es eficiente para
prevenir la aglomeracion de las particulas y retarda el tiempo de aparicion de las transiciones
polimorficas de los triglicéridos que conforman la matriz de las nanoparticulas. Con el uso
de dos agentes tensioactivos se presenta un efecto sinergista que facilita la formacion de una
pelicula interfacial con mayor cobertura superficial y mayor viscosidad, dificultando el
acercamiento de las particulas y estabilizando la emulsion al disminuir la velocidad de
coalescencia. (Serra y Fernandez, 2009). El uso de dos tensioactivos promueve la
estabilizacion estérica (Ver Figura 19) el cual es un mecanismo que explica el uso de distintos
surfactantes capaces de inhibir la coagulacién, hace referencia a la modificacién de la
superficie de las particulas coloidales de manera que se extiendan estructuras moleculares
enlazadas hasta la fase continua por encima de la particula. Estas extensiones evitan
fisicamente la aproximacion entre dos particulas. Usualmente se utilizan surfactantes no
ionicos con cadenas afines al agua, de manera que estos estos aditivos se adhieren a las
particulas, lo que produce una capa adsorbida con un espesor determinado, y cuando dos
particulas se aproximan lo suficiente, las capas adsorbidas pueden superponerse o
comprimirse, lo que genera una fuerza repulsiva intensa, es esta repulsién la que separa las

particulas y promueve la estabilidad. (Hubbe et al., 2015)
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Figura 19. Ejemplificacion de la estabilizacion estérica.(Luna y Mendoza, 2008).

En esta experimentacién el sistema que presentd un tamafio de particula promedio menor,
fue el de Tween® 80- Span® 80 al 3%m/v presentando NLS de 183nm con un IPD 0.3, que
indica una estrecha distribucion del tamafio. Resultado similar al reportado por Shtay, Tany
Schwarz en 2018 en su propuesta de condiciones de preparacién de NLS de manteca de
cacao, encontraron que al utilizar Tween® 20 a una concentracion de 1.5%m/v se obtienen
nanoparticulas de 112.7 nm, concluyendo que al utilizar como tensioactivos Tween® y
Span®, no son necesarias grandes concentraciones para producir particulas finas y cubrir la
superficie de las nanoparticulas efectivamente y, de esta manera, prevenir la aglomeracion
durante el proceso (Shtay et al., 2018). Similar también a lo que reporta Ponce Andrade como
resultado de su experimentacion al utilizar diferentes concentraciones de Tween® 80 y
manteca de cacao, donde reporta que a medida que incrementa la concentracion de Tween®
80 decrece el tamafio de particula y a su vez mejora su estabilizacion estérica ,concluyen que
la concentracion de surfactante es una variable de importancia ya que ésta afecta directamente

al tamafio de particula, estabilidad y rendimiento de las nanoparticulas (Ponce, 2017).

Como puede observarse en la Tabla 8, el tamafio de particula disminuye considerablemente
entre los sistemas PVAL, Pluronic® y Tween® 80- Span® 80, pasando de valores de 709.2 a
183.3 nm considerando el valor més alto y el mas bajo respectivamente, esto se atribuye a la
forma de adicion de los tensioactivos, la cual juega un papel determinante en las
caracteristicas de las NLS. Cuando se adicionan en la fase lipidica, el tamafio de particula

resulta ser significativamente menor que cuando se adicionan en el agua (Wang et al, 2005).
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Esto debido a la mayor velocidad de disgregacion de la grasa y a la rapidez con que las gotas
se recubren con el tensioactivo, la cual debe competir con la velocidad de coalescencia de las
particulas lipidicas no recubiertas. La dispersion de los tensioactivos en la matriz lipidica
facilita la formacion de la pelicula protectora, al orientar la parte hidrofilica del tensioactivo
hacia la superficie. Este proceso es menos eficiente cuando los tensioactivos estan disueltos
en el agua, ya que estarian en menor concentracion respecto al lipido, cuestion que no
favoreceria su adsorcion en las nuevas superficies formadas durante la homogeneizacion,
dando lugar a particulas més grandes (Garzén et al., 2009). Por lo tanto, es justificado que se
obtengan particulas de menor tamario al agregar Tween® 80 en la fase acuosa y Span® 80 en

la fase lipidica al momento de la preparacion.

3.2.2 Potencial zeta y estabilidad.

El potencial zeta, que puede ser de polaridad positiva o negativa dependiendo de la quimica
de las particulas, es un potencial eléctrico creado por la presencia de una carga en la superficie
de la particula. El potencial zeta, es un indicador del grado de repulsion entre particulas con
carga similar en la formulacion (Shah et al., 2014). Cuando el potencial es bajo, se tiene
atraccion entre las particulas, se supera la repulsion y se forman floculos, en lugar de
dispersion. Por lo tanto, los coloides de alto potencial zeta se estabilizan eléctricamente,
mientras que los coloides con bajos potenciales zeta tienden a coagular o flocular (Mayoral
etal., 2014).

Experimentalmente, al medir el potencial zeta de cada una de las formulaciones realizadas,
se encontrd que para las NLS de manteca de cacao la carga es esencialmente negativa, esto
atribuido a la presencia de grupos funcionales acidos en la estructura misma de la manteca.
Las nanoparticulas con un potencial zeta fuera del rango +£30 mV han demostrado ser estables
en suspension, debido a que la carga superficial evita la agregacion de las particulas (Mayoral
et al., 2014). La formulacion mas estable, es decir con un potencial zeta mayor, se obtuvo
utilizando Tween® 80 y Span® 80 como agentes estabilizantes al 3%m/v, y la formulacion
que presentd menor estabilidad, es decir un potencial zeta menor, la que usé Polivinil alcohol

3%m/v como estabilizante (ver Tabla 8), estas diferencias coinciden con lo reportado
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estadisticamente, ya que en a Tabla 9 se puede observar que el tipo y concentracion de
tensioactivo en la formulacion resultan significativos para la obtencion de nanoparticulas

lipidicas solidas.

Resultados similares a los experimentales fueron reportados por Shah, Eldridge, Palombo y
Harding, quienes en 2014 realizaron diferentes formulaciones para obtener NLS utilizando
diferentes concentraciones de acido estearico y Tween® 20, reportaron que al medir el
potencial zeta de sus formulaciones estos fueron consistentemente negativos, en un rango de
-11 a -17 mV, rango dentro del cual se obtuvieron los resultados experimentales de la
formulacion con Tween® 80 para la obtencion de NLS de manteca de cacao. En dicha
investigacién se menciona que las nanoparticulas lipidicas solidas que son perfectamente
cubiertas por un tensioactivo no iénico como Tween® 20 tienden a permanecer estables
incluso al tener un potencial zeta bajo, esto debido a una mayor estabilizacidn estérica 'y una
menor estabilizacion electrostatica (Shah et al., 2014). Sin embargo, la naturaleza de Tween®
80 y Span® 80 es la que permite su uso y buen desempefio como estabilizante en la
formulacién propuesta, ya que al ser tensioactivos de tipo no ionico, al estar en disolucion
acuosa no ionizan el medio, sin embargo la carga superficial de las particulas de manteca de
cacao que por su estructura molecular contienen grupos &cidos permiten una estabilidad
electrostatica (Ver Figura 20) inferida por repulsion electromagnética entre las particulas y
el medio que contiene grupos hidroxilo provenientes de las particulas de Tween® 80 y Span®
80 que confieren una carga negativa estructural, lo que evita coagulaciones entre las

nanoparticulas por repulsion.

Figura 20. Ejemplificacion de la estabilizacion electrostatica. (Lunay Mendoza, 2008)
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Lo contrario al uso de Polivinil alcohol y Pluronic® en las formulaciones propuestas, ya que
estructuralmente presentan menor cantidad de grupos hidroxilo, originando un potencial zeta
bajo, reflejando una reduccion en la repulsion de cargas, lo que permite la floculacion y
agregacion de particulas. Ambos tensioactivos imparten estabilizacion estérica porque
conforman bloques solubles e hinchables que forman una capa que se extiende hacia la
solucién acuosa, mientras que la porcion insoluble forma una masa fundida en la superficie
de la nanoparticula de manteca de cacao (Martinez, 2019). A concentraciones altas de estos
tensioactivos, la interaccion hidréfoba entre las moléculas del estabilizante se vuelve mas
fuerte, lo que lleva a la auto asociacion del estabilizante, produciendo una mayor adsorcion
en la superficie de las nanoparticulas que conduce a la formacion de multiples capas, lo que
conduce a la estabilizacion experimental de nanoparticulas, sin embargo, el potencial zeta no
es lo suficientemente grande para garantizar una estabilidad Optima. Por las razones
anteriores es que los tensioactivos no-poliméricos y no-ionicos son mas facilmente
adsorbidos en la superficie oleosa que los estabilizantes poliméricos sintéticos como el
alcohol polivinilico (PVAL) y el Pluronic®, asi como otros con cadenas de igual longitud,
son altamente efectivos en términos de tamarfio de particula, aunque de utilidad limitada en
la coalescencia por la deficiente estabilidad que brindan electrostaticamente. (Serra y
Fernandez, 2009).

3.3 Efecto de la concentracion (%m/v) de manteca de cacao en la formulacion.

El andlisis de varianza ANOVA revela valores p<0.05, lo que demuestra diferencia
significativa entre sistemas en su Tamafio de particula (TP) , Indice de polidispersion (IPD)
y potencial zeta ({) al variar la concentracion de manteca de cacao en las diferentes

formulaciones.

Tabla 10. Valores P obtenidos al aplicar ANOVA a los datos obtenidos por cada concentracion % de
manteca de cacao utilizada.

TP IPD d REFERENCIA
0.001 0.000 0.010 0.05
Significante Significante Significante p=<0.05
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3.3.1. Tamaiio de particula (TP) e indice de Polidispersion (IPD).

Experimentalmente al analizar las concentraciones de lipido utilizadas 3 y 5% m/v de
manteca de cacao se encuentra que en los sistemas estabilizados por Tween® 80 y Span® 80,
al aumentar la concentracion de manteca de cacao, aumenta el tamarfio de las nanoparticulas,
dicho fendbmeno puede explicarse por un aumento de la viscosidad de la fase interna, que
afecta la capacidad de cizallamiento del agitador, por lo que la reduccion de tamafio de las
nanoparticulas se dificulta y como resultado, las particulas tienden a aumentar de tamafo
(Shtay et al., 2018), lo cual coincide con lo reportado por Lippacher y colaboradores, que al
formular dispersiones con altas concentraciones de lipido mostraron tamafios de particula
mayores que al hacer formulaciones con cantidades menores de lipido, concluyendo que, al
aumentar la cantidad de lipido en la formulacién, el tamafio de particula aumentara
proporcionalmente (Lippacher, 2001) Sin embargo para los sistemas estabilizados por PVAL
y Pluronic® se encuentra un comportamiento contrario, al aumentar la concentracion de
lipido, el tamafio de las nanoparticulas disminuyd, esto contrasta con lo reportado por

Lippacher y colaboradores en el afio 2001.

3.4 Calorimetria Diferencial de Barrido.

Experimentalmente se hizo el estudio de calorimetria diferencial de barrido tanto a la manteca
de cacao, como a las nanoparticulas lipidicas solidas obtenidas con cada formulacion para
determinar a través de un analisis de los termogramas si hubo cambios en la estructura de la
manteca de cacao en las diferentes formulaciones. Esto se analiza ya que se encuentra
reportado que las transiciones polimorficas ocurren durante el almacenamiento y provocan
cambios en la forma de las nanoparticulas lipidicas (de esferoide a disco), lo que da como
resultado un aumento del area de superficie de la particula, formando cristales altamente
ordenados que pueden aumentar el tamafio de particula, lo que aumenta su susceptibilidad a

la agregacion y gelificacion (Ramos de la Pefia et al., 2021).
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Figura 21. Termograma obtenido para la manteca de cacao utilizada para la formacion de NLS.

El termograma obtenido de manteca de cacao (Figura 21) nos permite identificar el pico
caracteristico del material en fusion 34.1 °C, es importante aclarar que cuando las curvas
presentan flujo de calor > 0 pertenecen a un proceso endotérmico, de lo contrario representan
un proceso exotérmico, por lo que el proceso endotérmico, que necesito energia para poder
transformar su estado material (Rostamkalaei et al., 2019) Por el punto de fusién encontrado

en la manteca de cacao, se puede atribuir que se trata del polimorfo V (B2).

En cuanto al termograma obtenido de las NLS de manteca de cacao 5%m/v utilizando PVAL
(Figura 22), se identifican dos picos endotérmicos, el primero correspondiente a la fusion de
la manteca de cacao, caracteristica de un rango comprendido entre los 30 a 34°C, sin
embargo, en el termograma se presenta en la temperatura de 22°C y un segundo pico
correspondiente a la evaporacion de la fase acuosa que contuvo el alcohol polivinilico.
Informacion similar se refleja en el termograma obtenido para NLS en conjunto con

Pluronic® (Figura 23) en donde el primer pico endotérmico es correspondiente a la fusion de
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manteca de cacao, y el segundo a la evaporacion de la fase acuosa, que a su vez contiene el

tensioactivo.

8
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Figura 22. Comportamiento térmico obtenido para las NLS con PVAL 5%m/v.

Las nanoparticulas estabilizadas con Tween® 80 y Span® 80 presentaron un termograma
(Figura 24) en donde el primer fendmeno endotérmico de fusion es correspondiente al de
Span® 80 ya que tiene un punto de fusion de 0.98°C, de igual manera el pico representa la
fusion de manteca de cacao, y posteriormente el pico que se presenta al00°C correspondiente

a la fase acuosa que contiene de igual manera el Tween® 80.
En los tres sistemas se presenta una disminucién del punto de fusion correspondiente a la

manteca de cacao, esto es atribuible al proceso de formacion de las nanoparticulas, cuando

la materia prima se transforma en NLS se deprime el punto de fusion.
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Figura 23. Comportamiento térmico obtenido para las NLS con Pluronic® 5%m/v.

La disminucion de la temperatura se puede atribuir a un efecto del tamafio muy pequefio de
las nanoparticulas (Jannin, 2009). En principio, la temperatura de fusion de un material a
granel no depende de su tamafo. Sin embargo, a medida que el tamafio de un material
disminuye hacia el tamafio nanométrico y se acerca a la escala atdbmica su temperatura de

fusién disminuye (Gao y Gu, 2016).
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Figura 24. Comportamiento térmico obtenido para las NLS con Tween® Span® 5%m/v.

40



Con lo anterior puede justificarse que las particulas de menor tamafio fueron las que
obtuvieron un punto de fusion més bajo. Esto sin dejar de considerar que los picos se
presentaron en puntos de fusion caracteristicos para cada material en las diferentes

termogramas presentados.

3.5 Reflectancia Difusa.

Las Figuras 25 y 26, muestra los cambios en los perfiles de transmision y retrodispersion de
las nanoparticulas lipidicas sélidas (con una concentracién de manteca de cacao de 5%) y
PVAL y Pluronic® (ambos al 5%) respectivamente. Se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las muestras en términos de transmision,

perfiles de retrodispersidn y espesor maximo das por la naturaleza del estabilizante.
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Figura 25. Perfiles de transmision y retrodispersion de las nanoparticulas lipidicas solidas (Manteca de
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Figura 26. Perfiles de transmision y retrodispersion de las nanoparticulas lipidicas sélidas (Manteca de
cacao 3% y Pluronic® 5%) evaluados por reflectancia difusa.

La Figura 27, muestra los perfiles de transmision y retrodispersion obtenidos para las

nanoparticulas lipidicas solidas elaboradas con manteca de cacao al 3%m/v y Tween®/Span®

5%m/v.
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Figura 27. Perfiles de transmision y retrodispersion de las nanoparticulas lipidicas soélidas (Manteca de
cacao 3%m/v y Tween®/Span® 5%m/v) evaluados por reflectancia difusa.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre las muestras en

términos de espesor maximo (lo que indicaria un fenémeno de sedimentacion. Los resultados
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revelan una alta estabilidad fisica de las muestras que es dependiente de la naturaleza del
estabilizante utilizado y se correlaciona directamente con pequefios cambios en el tamario de

particula y potencial zeta.
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CONCLUSIONES

El método de preparacidn de nanoparticulas por rotor estator permitié obtener nanoparticulas
lipidicas solidas de manteca de cacao utilizando diferentes concentraciones tanto de lipido
como de tensioactivo, dichas nanoparticulas presentaron tamafios dentro de la escala
nanomeétrica, caracteristica que permite concluir que el método utilizado presentd 6ptimos

resultados.

Las 6 formulaciones propuestas generan nanoparticulas sélidas de manteca de cacao, con un
tamafio Optimo nanométrico de entre 183.3 nm y 709.2 nm independientemente de la

concentracion de manteca, de tensioactivo y tipo de tensioactivo que se utilice.

De las 6 formulaciones propuestas, la variacion en la concentracion de manteca de cacao nos
permite identificar que al manejar 3%m/v de manteca de cacao se obtienen las particulas de
menor tamafio, mayor potencial zeta y mayor estabilidad, respecto a las formuladas con 5%

de manteca de cacao.

La variacion de tensioactivos en las 6 formulaciones nos permite establecer que para formular
nanoparticulas lipidicas sélidas de manteca de cacao con el tamafio mas pequefio, mayor
estabilidad y mayor potencial zeta es 6ptimo el uso de tensioactivos de naturaleza no ionica,
y una mezcla de tensioactivos, Tween® 80 y Span® 80 para que ejerzan un efecto estérico

mayor en la estabilizacion y prevengan fenémenos de agregacion.

En cuanto a la concentracion de tensioactivo utilizada para las diferentes formulaciones, se
concluye que un 3%m/v de tensioactivo y co-tensiactivo para nanoparticulas de manteca de
cacao concentracion 3%m/v de lipido es la que resultd con mayor estabilidad y menor tamarfio
de particula, ya que no se necesitan grandes cantidades de estos tensioactivos para lograr un

buen desempefio como estabilizantes.

44



Mantener la temperatura controlada y constante al momento de la preparacion de
nanoparticulas permitié formar nanoparticulas que no revelen cambios de fase al momento

de analizar su calorimetria diferencial de barrido.
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AnNexos.

Anexo 1. Propiedades Fisicoquimicas.

Anexo 1.1 Propiedades fisicoquimicas del Polivinil alcohol.

Estructura
quimica e
oH
Funcionalidad | Agente estabilizante, agente que incrementa la viscosidad
Formula (C2H40)n
condensada
Masa 20,000 — 200, 000
molecular
Apariencia Polvo granular inodoro de coloracién blanca a crema.
Solubilidad Altamente soluble en agua y etanol. (95%) Insoluble en solventes
organicos.
Punto de 180-228°C
fusion
HLB 18

Anexo 1.2 Propiedades fisicoquimicas del Pluronic®.

Estructura

quimica

CHs
0. e}
HO o H
[ a
h

Nombre
IUPAQ

Poloxamero

Funcionalidad

Agente dispersante, emulsificante y co-emulsificante

Férmula

condensada

HO(C2H40)a(C3H60)b(C2H40)aH.
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Solubilidad Soluble en agua y etanol. Insoluble en solventes organicos
Punto de 56°C
fusion

Anexo 1.3 Propiedades fisicoquimicas del Tween® 80.

Estructura

quimica ) { r

Nombre Polisorbato 80

IUPAQ

Funcionalidad | El Tween 80 es un surfactante hidrofilico. No idnico

Foérmula C64H124026

condensada

Masa 1309.7

molecular

Apariencia Liquido oleoso limpido, o ligeramente opalescente, incoloro o amarillo
pardusco

Solubilidad Soluble en agua, etanol y metanol. Insoluble en disolventes organicos.

Punto de -20°C

fusion

HLB 15

Anexo 1.4 Propiedades fisicoquimicas del Span® 80.

Estructura

quimica

o r
OH [ 1cH,
L 6

HO OH

Funcionalidad

Emulsificante no idnico
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Formula C24H44Os
condensada

Masa 428.62
molecular

Punto de 0.986°C
fusion

HLB 4.3

Anexo . Ecuaciones utilizadas para calcular las cantidades de manteca de cacao a pesar
segun la concentracion deseada de NLS.

Manteca de Cacao al 3%
3g de Manteca de Cacao sélida — 100 mL Solucion
Manteca de Cacao al 5%

3g de Manteca de Cacao so6lida — 100 mL Solucién

Anexo 2

. Ecuaciones utilizadas para calcular las cantidades de estabilizantes a pesar segun la
concentracion deseada en la solucién de NLS.

Polivinil Alcohol (PVAL). 5%
5g de PVAL x 100 mL agua destilada

— EO
100 mL solucién %
Pluronic®. 5%
5g de Pluronic x 100 mL agua destilada
— =5%
100 mL solucion
Tween 80. 5%
5g de Tween 80 x 100 mL agua destilada >y
= 0

100 mL solucion
Span 80. 5% en NLS 5%



5 g manteca de Cacao — 100%
=5%

x g manteca de Cacao — 5%

Span 80. 5% en NLS 3%

3 g manteca de Cacao — 100%
=3%

x g manteca de Cacao — 5%

Anexo 3. Analisis estadistico ANOVA utilizado para el tratamiento de los datos obtenidos.

3.1 Analisis de Varianza Tamafo de particula.

SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. |Valor F| Valorp
Estabilizante 2 385751 192875 21.79 0.000
[%] 1 146449 146449 16.54 0.001
Error 14 123930 8852
Falta de ajuste 2 121275 60638 274.13 0.000
Error puro 12 2654 221
Total 17 656129

Analisis de varianza indice de polidispersion.

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Estabilizante 2 0.13875 0.069375 8.52 0.004
[%] 1 0.35448 0.354482 43.52 0.000
Error 14 0.11403 0.008145

Falta de ajuste 2 0.08795 0.043976 20.23 0.000

Error puro 12 0.02608 0.002173
Total 17 0.60726




Andlisis de varianza Potencial zeta.

Fuente GL | SCAjust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Estabilizante 2 523.036 261.518 56.23 0.000
[%] 1 41.012 41.012 8.82 0.010
Error 14 65.118 4.651
Falta de ajuste 2 62.341 31.171 134.73 0.000
Error puro 12 2.776 0.231
Total 17 629.165
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