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Introduccidn

1. Introduccion

Antes de que los acidos grasos esenciales fueran descubiertos, y aun antes de
que sus funciones hubieran dejado de ser un misterio, en todas partes del
mundo habia tradiciones que tomaban en cuenta el efecto benéfico sobre la
salud de lo que hoy llamamos “acidos grasos poliinsaturados de cadena larga”.
Bien es sabido que el emperador Moctezuma comia pescado fresco en su
palacio gracias a un relevo de veloces corredores. Hace mucho que las madres
de familia creen en las virtudes del aceite de higado de bacalao. Sin embargo,
fue a partir de la década de los 80°s donde se multiplicaron los trabajos
destinados a elucidar las funciones especificas de los acidos grasos

esenciales.

Los acidos grasos omega 3 aportan muchos beneficios a la salud humana, ya
que juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, diferentes tipos de cancer y enfermedades inmunolégicas, y
son de vital importancia en el desarrollo del cerebro y la retina. Los principales
alimentos en los que se puede encontrar una mayor cantidad de acidos grasos

Omega 3 (EPA y DHA) son los pescados, moluscos, crustaceos y algas.

Este trabajo aborda la formacion de microemulsiones, como una técnica para
solubilizar &cidos grasos en un vehiculo acuoso. Una microemulsion se puede
definir como una mezcla isotrépica, trasllicida, y estable de una fase acuosa,

una oleosa y un surfactante.

Las ventajas de solubilizar a los Acidos Grasos Omegas mediante la formacion
de una microemulsion son: 1) adicionar al sistema sustancias solubles en la
fase acuosa, 2) permitir la incorporacién de otros compuestos insolubles en
agua, 3) mejora de propiedades organolépticas (en comparacion a las

emulsiones), 4) proporcionan un aumento de la biodisponibilidad.

Para poder formar las microemulsiones, se hace uso de diagramas ternarios,
los cudles son de gran importancia y utilidad cuando se emplean tres factores
en concentraciones diferentes, ya que permiten la localizacion de las zonas y

de algunas de sus caracteristicas donde se encontraran las microemulsiones.

~1~
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2. Marco Teorico

2.1 Lipidos alimentarios.

2.1.1 Caracterisicas de los lipidos

La palabra lipido viene de lipos, que significa “grasa” en griego. Los lipidos son
un conjunto de moléculas organicas, compuestas principalmente por carbono e
hidrogeno y en menor medida oxigeno, que tienen como caracteristica principal
el ser hidrofébicas o insolubles en agua y solubles en disolventes organicos.
Los Acidos Grasos son un tipo de lipidos que se caracterizan por tener en su
estructura una “cabeza” hidroéfila polar, conectada a una “cola” hidrocarbonada
hidrofoba apolar. Las moléculas lipidicas en un medio acuoso tienden a
agruparse formando una asociacion no covalente: tanto por la asociacion de las
colas apolares que estimulan la entropia, como por las fuerzas de Van Der

Waals entre las zonas hidrocarbonadas de las moléculas (Mathews, 2002)

Algunos Acidos Grasos
Poliinsaturados n-3

Acido a- Linoleico

18:3n-3

L. Acido
: Eicosapentanoico
i (EPA)

20:5n-3

Acido
Docosahexanoico
. (DHA)

22:6n-3

Figura 1. Modelo Molecular de Algunos Acidos Grasos Poliinsaturados n-3
(tomado de www.chemistrydaily.com)
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Los acidos grasos AG, son acidos carboxilicos con cadenas largas de
hidrocarburos, contienen un numero par de atomos de carbono y no son
ramificados porque se sintetizan a partir de acetato, compuesto de dos atomos
de carbono (Mathews, 2002).Ver figura 1. De acuerdo con Mataix (2004), los
acidos grasos de interés bioldgico, que contienen entre 4 y 26 atomos de
carbono, son compuestos muy insolubles en agua y ricos en energia

metabdlica. Se pueden clasificar en cuatro grupos de acuerdo a la longitud de

Su cadena:
a) Acidos grasos de cadena corta (4- 6 &tomos de carbono)
b) Acidos grasos de cadena media (8- 12 atomos de carbono)
C) Acidos grasos de cadena larga (14- 18 atomos de carbono)
d) Acidos grasos de cadena muy larga (20 0 mas)

Los &acidos grasos pueden ser saturados, careciendo de dobles enlaces
carbono- carbono; o ser insaturados y tener dobles enlaces carbono- carbono,
llamandose acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Los puntos de fusion de los
acidos grasos saturados aumentan con el incremento de la masa molecular
porque hay mas interacciones de Van Der Waals entre las moléculas; mientras
que para los acidos grasos insaturados el incremento es en menor grado.
(Mathews, 2002)

Los enlaces dobles en los acidos grasos naturales tienen la configuracién cis,
lo que produce una flexion en la molécula, lo que evita que se empaqguen tanto
como los acidos grasos saturados (Mathews, 2002). Los acidos grasos con
dobles enlaces de tipo trans son rectos, como los AG saturados, son capaces
de producir la misma cantidad de energia, pero no tienen las mismas

propiedades biologicas.

Estos &cidos tienden a acumularse en los tejidos, como el musculo cardiaco,
promoviendo alteraciones tisulares y asi mismo estd demostrado su efecto
hipercolesterolemiante, es decir, aumentan los niveles de colesterol en la
sangre. (Mataix, 2004)
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2.1.2 Nomenclatura

Los &cidos grasos naturales mas frecuentes suelen tener un nombre comdun,
ademas del nombre sistematico. Cuando existen dobles enlaces, la
nomenclatura sistematica tradicional indica el caracter cis o trans y su posicion
contando a partir del grupo carboxilico. Atendiendo a razones fisiologicas,
resulta mucho mas atil y simple indicar exclusivamente el nUmero de atomos de
carbono, el numero de dobles enlaces y la posicion del primero de ellos
contando a partir del carbono terminal no carboxilico, afiadiendo omega o n.
Esta forma de nombrar a los acidos grasos insaturados comenzando por el
extremo metilico y no por el carboxilico, resulta mas fisiologica, de tal modo
que aguellos con una misma numeracion omega estan relacionados

metabodlicamente.

En las siguientes tablas, se muestran los &cidos grasos mas frecuentes en
alimentos de consumo habitual, divididos de acuerdo a las saturaciones que

presentan.



Tabla 1. Acidos grasos saturados y monoinsaturados mas frecuentes en
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alimentos de consumo habitual

, Numero Punto
Numero
de Nombre . e . de
de , Nombre Sistematico Féormula ..
Dobles Comtun Fusidn
Carbonos o
Enlaces (°C)
4 0 Butirico Butanoico CH;(CH,),COOH -5.9
6 0 Caproico Hexanoico CH3(CH,),COOH -3.4
8 0 Caprilico Octanoico CH;3(CH,)sCOOH 16.7
10 0 Caprico Decanoico CH;3(CH,)3COOH 31.6
-8 12 0 Laurico Dodecanoico CH3(CH,)4,COOH 44.2
©
5 14 0 Miristico Tetradecanico CH;(CH,),,COOH 54.4
=y
a 16 0 Palmitico Hexadecanoico CH3(CH,)1,COOH 63
18 0 Estedrico Octadecanoico CH3(CH,)1,COOH 69.4
20 0 Araquidico Elcosanoico CH3(CH,)13COOH 76
22 0 Behénilco Docosanoico CH3(CH,),,COOH 84.2
24 0 Lignocérico Tetracosanoico CH;(CH,),,COOH 85.86
@ 16 1 Palmitoleico 9cis-Hexadecanoico CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH -0.5
}S 18 1 Oleico 9cis-Octadecanoico CH3(CH,);CH=CH(CH,),COOH 13
=
- 18 1 Elaidico 9trans-Octadecanoico CH;(CH,);CH=CH(CH,),COOH 67-69
(7]
.g 20 1 Gadoleico 9cis-Eicosaenoico CH3(CH,)9CH=CH(CH,)3COOH 74-76
S 20 1 Gondoico 11cis- Eicosaneoico CH3(CH,);CH=CH(CH,),COOH 74-76
2 22 1 Erucico 13cis-Docosaenoico CH;3(CH,);CH=CH(CH,),,COOH 80-82
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Tabla 2. Acidos grasos poliinsaturados mas frecuentes en alimentos de

consumo habitual

Docosahexaenoico

Ndmero Numero
de de Nomlere Nombre Sistematico Férmula fF
Dobles Comun (°C)
Carbonos
Enlaces
D 3¢, 6¢, 9¢ _ _
3 20 3 Eicosatrienoico CH3(CH,);CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
. . 9cis, 12cis _ _
18 2 Linoleico Octadecaencico CH;3(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH 5
12 H3(CH,)4CH=CHCH,CH=CHCH, CH=CH(CH
18 3 4~ Linolénico 6¢, 9c,. c. CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),C0O0 11
Octadecatrienoico H
20 3 Dinomo- y- 8c, 11c, 14c CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);CO0
linolénico Eicosatrienoico H
©
3
o 5¢, 8¢, 11c, 14c CH3(CH,)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH ,CH=CH
20 4 Araquidonico Eicosatetraenoico (CH,)3COOH 49
)
S - 4 Artrénico 7¢,10c, 13¢, 16c | CH3(CH,)sCH=CHCH,CH=CHCH, CH=CHCH, CH=CH
= Docosatetraenoico (CH,);COOH
2
a
c = = = =
£ - . osmond 4c, 7¢,10¢, 13¢, 16¢ | CH3(CH)4CH=CHCH,CH=CHCH, CH=CHCH, CH
° Docosapentaenoico CHCH,CH=CH(CH,),COOH
[
L 9¢, 12c, 15¢ _ B _
18 3 o~ Linolénico Octadecatrienoico CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH
e 6¢, 9¢, 12¢, 15c¢ CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=
18 4 Estearidonico | - decatetraenoico CH5(CH,CH=CH),(CH,),COOH
o
' 20 5 Timnodénico | % 8¢ 116 14c, 17¢ CH5(CH,CH=CH)s (CH,);COOH .54
3 Eicosapentaenoico
7c¢, 10c, 13c, 16¢,
22 5 Clupanododnico 19c CH;(CH,CH=CH)5(CH,)sCOOH
Docosapentaenoico
4c, 7c, 10, 13c, 16c,
22 6 Cervénico 19¢ CH3(CH,CH=CH)4(CH,),COOH -56
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2.1.3 Acidos Grasos omega 3.

Como se mencion6é anteriormente, omega es un término que se usa para
indicar la posicién del primer doble enlace a partir del extremo metilo en un
acido graso insaturado. Los &cidos grasos omega 3 reportados son:
octadecatrienoico (18 C), octadecetetraenoico (18 C), eicosapentaenoico (20
C), docosapentaenoico (22 C). Los acidos grasos mas importantes desde el
punto de vista alimentario son los A&cidos eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) que estan presentes en los animales acuéticos. Es
interesante destacar que el grado de insaturacion y la longitud aumenta
conforme lo hace la salinidad y la frialdad del agua, lo que permite la vida de
los animales que lo contienen pues no se modifican sus grasas corporales a la

temperatura del medio acuético en que viven. (Mataix 2004)

Las células humanas no pueden sintetizar al acido alfalinoleico, precursor del
EPA y del DHA, sin embargo, pueden metabolizarlo mediante desaturacién y
elongacioén, lo que ocurre principalmente en el higado. La figura 2 resume el
metabolismo de los AG Omega 3 a EPA y DHA (Lépez, 2006):
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Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

Omega-3

Acido alfalinoleico
18:3 n-2
(s0ja. vegetalss)

l Dalta-6 desaturasa

Acido octadecatetranoico
18:4 n-3

Elongasa

¥

Acido eicosatetranoico
20:4 n-3

¥
Acido eicosapentanoico

_ (EPA)
(aceites de higado de pescado,
huevas de pescado)

l

Acido ducus&ﬂ;{nentanninu
(DPA)
22:5 n-3

T
i
1
¥
Acido docosahexanoico

)
2&:6 n-3
~ {leche materna,
aceites de higado de pescado,
huevas de pescado)

Figura 2. Metabolismo de los Acidos Grasos n-3 (Lopez 2006)

Los &cidos grasos esenciales son llamados asi, debido a que nuestro
organismo no los sintetiza, sin embargo, los necesita imperiosamente. La
alimentacion debe aportar obligatoriamente estas moléculas, por lo tanto, se
produce una dependencia de la dieta para obtener estos nutrientes. (Odent,
1990)
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De acuerdo al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran, la ingesiéon diaria recomendada (IDR) de energia para la poblacién

mexicana se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. IDR para la poblacion mexicana (2001)

Se debe tener en cuenta las siguientes consideraciones:

1) La edad esta en afios cumplidos. Por ejemplo, 7.0 a 9.9 significa desde que
se cumplen siete afios hasta un dia antes de cumplir diez y 0.5 0.9 significa
desde que se cumplen 6 meses (medio afio) hasta un dia antes de cumplir

el afno.

2) Las IDR de energia se expresan en kJ (kilojoule) y en kcal (kilocaloria) por
kg. de peso tedrico para la edad, independientemente de cual es el peso

real.
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3)

4)

Las proporciones deseables de las fuentes de energia son: a) En el adulto
Hidratos de carbono 60 a 63% (sacarosa no mas de 10%), Lipidos 25% y
proteinas 12 a 15%, b) En infantes y nifios: Hidratos de carbono 55%

(hasta 15% de sacarosa), lipidos 30% y proteinas 15%.

Lipidos: La composicion deseable por cada 100g de &cidos grasos es: 26%
AG Saturados, 47% AG Monoinsaturados, 20% AG Poliinsaturados n-6 y
7% AG Poliinsaturados n-3 (si es posible, la mitad de los AG

poliinsaturados n-3 debe provenir de alimentos marinos).

De acuerdo a la FAO (Food and Agricultural Organization), un gramo de lipidos,

aporta 9 kilocalorias

Figura 3. Proporciones deseables de las fuentes de energia en el adulto

Proporciones deseables de la fuente de energia en el adulto

AGPl n-3 7%

B AGSaturados

B AG Monoinsaturados
AG Poliinsaturados n-6

AGPoliinsaturados n-3

~10 ~
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2.2 Efectos Benéficos de los Omegas en el ser humano

2.2.1 En la enfermedad cardiovascular.

Las grasas constituyen uno de los nutrientes mas importantes de nuestra
alimentacion ya que contribuyen a satisfacer las demandas de energia y se
incorporan a los tejidos y o6rganos, determinando la composicion y

funcionalidad de las membranas celulares. (Mataix 2004).

De acuerdo al Instituto Nacional de Geografia y Estadistica (INEGI), las
principales causas de muerte en personas mayores de 30 afos son:
enfermedades del corazon, tumores malignos y diabetes mellitus. (INEGI,
2009)

En 1980, Dyerberf establecié una nueva dimension entre la relacion de los
acidos grasos omega 3 y la enfermedad cardiovascular, ya que se determind
una nueva relacion respecto a la grasa de la dieta y la mortalidad por
enfermedad coronaria, al describir que la mortalidad por infarto de miocardio en
los esquimales de Groelandia, ajustada por la edad, era significativamente
menor a la de los daneses, a pesar del alto contenido en grasa y colesterol y

bajo contenido de carbohidratos en su dieta (Bang 1980).

En las ultimas décadas, se han investigado el efecto de la dieta enriquecida en
acidos grasos AGPI n-3 de origen marino sobre la incidencia de eventos
coronarios. En un estudio denominado DART (Diet and Reinfarction Trial), en
pacientes con infarto de miocardio reciente, se administro grasa de pescado 2
veces por semana y se obtuvo un 29% de reduccion en la mortalidad total en

comparacion con la del grupo control (Burr 1989).

Algunos estudios mostraron que la ingesta en la dieta de AGPI n-3 estaba
asociada con un menor riesgo de Insuficiencia Cardiaca (IC), pero ningun

estudio habia examinado la asociacion entre acidos grasos e IC.

~11 ~
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En el 2008 Kazumasa y colaboradores reportaron un estudio donde incluyeron
a 3592 pacientes de entre 45 a 64 afios con riesgo de aterosclerosis, es decir,
endurecimiento de los vasos sanguineos debido a la acumulacion local de
fibras y lipidos. Se les dio un seguimiento de 14.3 afios (1989- 2003) donde se
identificaron 197 casos de IC tras ajustar por edad, el aumento de &acidos
grasos saturados, en especial el acido miristico se asocié con el incidente de
alta frecuencia en hombres y mujeres. El acido araquidénico y los AGPI n-3,
especialmente el acido docosahexanoico, fueron asociados con una
disminucién de IC en mujeres pero no en hombres. El 4cido eicosapentanoico
no fue asociado con la incidencia de Insuficiencia Cardiaca. Se concluyé que
tanto en hombres como en mujeres, los niveles altos de acidos grasos
saturados, pueden incrementar el riesgo de IC, mientras que en mujeres, el
acido araquidonico y los AGPI omega-3 disminuyen el riesgo de IC.
(Kazumasa, 2008)

Los acidos grasos n-3, particularmente los de cadena larga, pueden afectar a
numerosos factores implicados en el desarrollo de la ateroesclerosis, lo que
inicialmente podria influir en una progresion més lenta de la enfermedad. Se ha
descrito que los éacidos grasos omega-3 reducen las concentraciones de
quimioatractantes, factores de crecimiento y produccion de moléculas de
adhesion, lo que puede favorecer una reduccion en la migracion de leucocitos y
células de musculo liso vascular en la intima de la pared vascular y retrasar el
proceso ateroescleroético. Los acidos grasos omega -3 también tienen un efecto
hipotensor que, aunque pequefio, ocurre tanto en pacientes normotensos como
hipertensos. Tres mecanismos principales parecen estar involucrados en el
efecto protector cardiovascular de los acidos grasos omega -3: su efecto
antiinflamatorio, su efecto antitrombdtico y su accion antiarritmica. (Lopez,
2006)

~12 ~
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2.2.2 Beneficios en los procesos inflamatorios

La inflamacion consiste en la agregacion de leucocitos y la extravasacion de
varias proteinas plasmaticas en un sitio de infeccion, y la activacion de
leucocitos y proteinas para eliminar el agente infeccioso. (Abbas, 2007)

La inflamaciéon es fundamentalmente una respuesta de caracter protector cuyo
objetivo dltimo es librar al organismo de la causa de la lesién celular iniciada
por microorganismos, toxinas, alérgenos, etc. Sin embargo, los procesos
inflamatorios y de reparacién pueden ser perjudiciales cuando se vuelven
cronicos. (Mataix, 2002).

El Acido Eicosapentanoico (EPA) puede inhibir el metabolismo del Acido
Araquiddnico de forma competitiva y suprimir o limitar la produccién de
eicosanoides proinflamatorios. El EPA es un sustrato potencial para la sintesis
de un proagregante plaquetario muy débil (TXA3), via cicloxigenasa, sin
embargo, esta enzima es muy poco eficiente cuando el EPA es utilizado como
sustrato. Sin embargo, la lipooxigenasa, puede utilizar al EPA como sustrato
para la formacion de LBTs, un compuesto con escasa actividad proinflamatoria.
Asi, si se aumenta la ingesta de acidos grasos omega -3, se puede desviar el
equilibrio de los eicosanoides hacia la formacion de compuestos con menor

actividad inflamatoria.

Figura 4. Interacciones de los acidos grasos omega 3 con el acido araquiddnico

en la formacién de eicosanoides.
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Se han realizado algunos estudios en pacientes que presentan la enfermedad
de Crohn. Esta es una enfermedad inflamatoria granulomatosa crénica que
puede afectar a cualquier zona del tubo digestivo aunque preferentemente se
localiza en la zona ileocecal. Se caracteriza por ser una enfermedad
transmural, es decir, que afecta todas las capas intestinales, desde la capa
mas interna (mucosa) hasta la capa superficial (serosa), afectando al intestino
de forma discontinua, con segmentos sanos alternados con zonas anormales.
Los sintomas mas frecuente son el dolor abdominal y la diarrea; el curso clinico

se caracteriza por la alternancia de fases recidiva y de remision (Sopena 2005)

A finales de la década pasada, Lorenz-Meyer et. al. publicaron un articulo
donde muestran un estudio aleatorizado y controlado mediante placebo en el
que 204 pacientes con enfermedad de Crohn que se recuperaban de un
relapso se distribuian aleatoriamente a recibir 5.1g/dia de ésteres etilicos de
acidos grasos omega-3 o un placebo, durante 1 afio. En el grupo tratado con
omega-3 la cantidad de prednisolona que fue necesario utilizar para el control
de la enfermedad, disminuy6 significativamente. (Lorenz- Meyer, 1996)

En otro experimento similar, Belluzzi y colaboradores llevaron a cabo un
estudio controlado, doble ciego en 78 pacientes con enfermedad de Crohn,
utilizando un suplemento de 2.7g/dia de &acidos grasos omega 3, durante un
afo. El numero de relapsos (reincidencias) disminuyd significativamente y el
namero de pacientes que permanecia en remisidbn aumentoé en el grupo tratado

con el suplemento de acidos grasos omega 3. (Belluzi 2000)
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2.2.3 Efectos benéficos en la gestaciéon y lactancia.

Los periodos de gestacion e infancia estan asociados a un rapido crecimiento y
desarrollo tisular, por lo tanto, las necesidades de acidos grasos esenciales de
la mujer en gestacion y del feto, asi como de los neonatos, son muy elevadas.
En el tercer trimestre de la gestacion, los requerimientos fetales de DHA son
elevados debido al crecimiento de tejido nervioso. El feto obtiene los acidos
grasos esenciales de la madre mediante la transferencia placentaria. (Mataix,
2004)

Durante la gestacion, la madre adapta su metabolismo a las necesidades del
feto; en el primer periodo, la concentracion de fosfolipidos plasméaticos
aumentan en mas de 50%, como consecuencia de la hiperlipidemia asociada al
este estado de gestacion, la concentracion de DHA aumenta hasta en un 52%.
Ademas, bajas concentraciones en plasma de DHA estan relacionadas con un
peso inferior de la placenta y lo que se relaciona con una gestacién mas corta.
(Gil 2002)

Durante el ultimo trimestre de gestacion, el feto capta 50- 60 mg/ dia de AGPI
n-3 correspondientes a un 4-5% de la energia requerida. Para que exista un
equilibrio adecuado, la madre gestante deberia ingerir alrededor de 100 mg/dia
de estos acidos grasos. Una vez considerada la competencia metabdlica entre
AGPI n-6 y n-3, Gil y colaboradores sugieren que una mujer gestante debiera
de consumir 2.7g/dia de aceite de pescado desde la semana treinta,
traduciéndose esto en un aumento significativo de los AGPI n-3 en los
fosfolipidos del cordon umbilical y en una disminucién de los acidos grasos n-6.
(Gil 2002)

Los recién nacidos alimentados con leche materna ingieren niveles mas

elevados de DHA en comparacion con los alimentados con férmulas lacteas
(Innis 1996)
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2.2.4 Efectos benéficos en enfermedades de la piel.

Anteriormente, se menciond que los precursores de los eicosanoides son
derivados de AGPI que proceden de la dieta, es razonable pensar que la
sintesis de mediadores de la inflamacion in vivo a partir de acido araquidénico
puede manipularse modificando la ingesta de AGPI. Bittinger y colaboradores
(1988), estudiaron la suplementacion de la dieta con aceite de pescado a
pacientes con psoriasis (enfermedad inflamatoria crénica de la piel),
comprobando que alivia las lesiones cutaneas de forma moderada a excelente.
Esta aproximacion facilita una alternativa de tratamiento de la psoriasis con

efectos colaterales despreciables.

Los efectos de dicha suplementacion in vivo son compatibles con los resultados
obtenidos en los fosfolipidos en la membrana de la epidermis en los sujetos
gue ingieren aceite de pescado en los que se observa un aumento del EPA y
del DHA, asi como de sus metabolitos. Que atenuan la biosintesis de

eicosanoides proinflamatorios en las células mononucleares infiltradas.
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2.2.5 Efectos Anticancerigenos.

Las causas por las que una célula normal se transforma y pierde el control de

su crecimiento dependen de diversos factores de riesgo que, si persisten en el

tiempo y son de suficiente intensidad, aumentan la probabilidad del desarrollo

de un céncer. La figura 5, muestra los factores de riesgo en el desarrollo del

cancer:

Cancer

Factores de Riesgo

QUIMICOS
75- 80%

- Tabaco
(cancer de
lengua, boca
laringe,
pulmén, rifidn
y estbmago

- Solventes

HEREDITARIOS
<10%
Fisicos BIOLOGICOS
-Rayos X, UV - Virus del
papiloma
-Radiacion humano en el
gamma cancer de cuello
de Utero
- Virus de la

hepatitis By C
en el cancer de
higado

- Bacteria
Helicobacter
pylori en el
cancer de
estomago

DIETA

- Alimentos
irritantes a la
mucosa
gastrica:
alcohol, café

Figura 5. Factores de riesgo que contribuyen al desarrollo del cancer
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Los estudios epidemiologicos constituyen el principal instrumento experimental
para identificar la relacién causal entre la ingesta de un nutriente y el cancer.
Mediante este método ha sido posible establecer una correlacion entre la
ingesta excesiva de grasa, de &cidos grasos saturados y alcohol, y la
disminucion en la ingesta de fibras dietéticas y antioxidantes con el aumento de
la incidencia da cancer en poblaciones que se caracterizan por estos habitos
alimenticios.

Estos excesos de una mala nutricibn, fomentan los canceres de aparato
digestivo, higado, pancreas, mama y prostata. Por el contrario, el consumo de
AGPI omega-3 se asocia con una disminucion en la expresion de los canceres
de mama, colén y préstata.(Matarese, 2004)

En el afio 2001, Siddiqui y colaboradores, publicaron un articulo donde se
indica que el DHA afecta a la expresion de receptores en la superficie de
células T de leucemia (Jurkat), reduciendo la actividad de proteinas de
adhesion; la cual es imprescindible en células cancerigenas para la metastasis.
En este sentido, resulta interesante observar que cuando las células humanas
de adenocarcinoma de colon (CX-1) aumentan su contenido de DHA en la
membrana celular, se reduce drasticamente su capacidad de adhesion a
células endoteliales.

Un mecanismo molecular a través del cudl los AGPI n-3 pueden actuar como
anticancerigenos es la inhibicion de la iniciacion de la traduccion del RNA
mensajero. Palakurthi y colaboradores, publicaron en el afio 2000, que si la
informacion genética contenida en el RNAm se corresponde con la sintesis de
proteinas necesarias para que progrese el ciclo celular, la inhibicién de la
iniciacion de la traduccion, implica su bloqueo Se ha demostrado en células
cancerigenas que el EPA es capaz de inhibir la iniciacion de la traduccion del
ARNmM cuya secuencia se corresponde con la ciclina D1 y E. La reduccion de
la sintesis de estas proteinas obliga a detener el crecimiento celular en la fase
G1. El EPA actuaria reduciendo parcialmente la capacidad de almacenamiento
de iones calcio por las células cancerigenas, lo cual activaria la proteina
quinasa R que desactivaria el factor 2a. de iniciacion eucaridtica necesario para

la traduccién del ARNm.
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2.2.5 Efectos Benéficos en la nutriciéon clinica.

En investigacion clinica son cada vez mas las estrategias terapéuticas para
aumentar la eficacia del soporte nutricional artificial. Asi, la nutricibn no sélo
constituye una medida de soporte, sino que en muchas ocasiones pasa a ser
una forma especifica de tratamiento. Estas terapéuticas incluyen el uso de
factores de crecimiento y nutrientes presentes en la dieta oral normal, pero
ausentes en las mezclas estadndar tradicionalmente usadas en nutricion
artificial, dirigidos a mejorar la absorcion intestinal, las funciones digestivas,

inmunologicas y de barrera. (Mataix 2004)

El desarrollo del soporte nutricional y sus implicaciones metabdlicas nos va
permitiendo la incorporacion de determinados nutrientes, como los &cidos
grasos omega- 3 en formulas de nutricion enteral y parenteral, para su
aplicacion en pacientes con insuficiencia metabdlica, con eficacia demostrada.
(Mataix 2004)

Recientemente, se han enriquecido a formulaciones artificiales con AGPI n-3.
Ya que cuando éstos se incorporan a la fraccion fosfolipidica de la membrana
celular, el acido eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico producen una
serie de metabolitos que son metabdlicamente menos activos que los
derivados de acido araquidonico. Comprenden efectos sobre el sistema
cardiovascular e inmunoldgico, asi como la cascada metabdlica de las citocinas
durante situaciones de enfermedad critica, funcionando como mediadores

proteinicos e las células. (Geerling, 2000)

Meydani y su grupo de investigacion (2003), publicaron, que los preparados
especiales de nutricion enteral denominados “inmunomoduladores” que
incluyen acidos grasos omega 3, ademas de satisfacer las necesidades

nutritivas del paciente, modulan con bastante eficacia su funcién inmunoldgica.
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2.3 Microemulsiones

2.3.1 Definicion y caracteristicas

Las microemulsiones son sistemas dispersos de un aceite en un vehiculo
acuoso, o dos fases inmiscibles, termodinamicamente estables, transparentes y
traslicidos, estabilizados por un surfactante puro o en mezcla con un
cosurfactante, que puede ser un alcohol de cadena corta. Las microemulsiones
son Opticamente claras porque el diametro de las particulas en el sistema
coloidal es menor que un cuarto de longitud de onda de la luz incidente.
(Prince, 1977)

Estos sistemas presentan baja viscosidad mostrando caracteristicas de fluidos
Newtonianos. (Teipel 2000).

Ademas de su transparencia y de su capacidad de formarse espontaneamente,
una microemulsién se distingue de una emulsién (como lo indica su hombre),
por el tamafio del glébulo el cual es de ~100- 600 nm para la primera y de 0.1-
50 um para la segunda. (Eccleston 1995), aunque Attwood (1994) menciona
que el tamafo del glébulo en una microemulsion es de 10 a 200 nm y en una

emulsion es de 1-20um.

Un modelo para esquematizar la representacion de microemulsiones es
mediante diagramas de fase, formados por tres componentes: la fase oleosa, la
fase acuosa y el surfactante o tensoactivo. Cuando existe una alta
concentracion de fase acuosa, las pequefas gotas de la fase acuosa estan
dispersas en agua y forman lo que se conoce como una microemulsidén aceite
en agua (o/w), por el contrario, cuando pequefias gotas de agua son
dispersadas en un vehiculo oleoso, la microemulsion es llamada agua en aceite
(w/0). En cada fase, los globulos de aceite y agua son separados por una
pelicula formada por el surfactante. La siguiente figura muestra un diagrama de
fases ternario compuesto por aceite, agua y surfactante, donde se muestra la

formacién de micelas, de microemulsién y regiones multifase.
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Figura 6. Diagrama de fases ternario para mezclas de aceite, agua y un
surfactante, mostrando representaciones esquematicas de varias estructuras:

micelas, microemulsion y regiones multifase. (Tomado de Eccleston 2007)

Las microemulsiones aumentan la biodisponibilidad de la fase oleosa,
manteniendo la dispersion molecular, extendiendo la ventana de absorcion en
el tracto gastrointestinal, permitiendo una absorcién mas rapida. (Meinzer, 2003)
Las microemulsiones han sido también utilizadas en la administracion tépica,
incrementando la absorcion de farmacos solubles en la fase oleosa. (Linn
1990)

~21 ~



Marco Tedrico

Se ha mencionado antes que las microemulsiones se forman
espontdneamente, debido a ello, la energia libre implicada cuando el area
interfacial aumenta, AG debe ser negativo. (AG =y AA, donde AA es el
incremento en el area interfacial). La tension interfacial entre la fase oleosa y
la acuosa, es reducida a un valor minimo por la capa interfacial, dando un valor
muy pequefio, pero positivo de la energia libre. Aunque no existen reglas
estrictas para elegir los componentes apropiados para una microemulsion, se
sefiala que hay una guia general (Swarbrick 2007, Mitchell 1981), basada en

observaciones; el surfactante elegido para un aceite en particular debe de:

1. Disminuir la tension interfacial a un valor muy bajo, para favorecer la
dispersién durante el proceso de preparacion de la microemulsion.

2. Tener el caracter hidrofilico- lipofilico apropiado, para proveer la
curvatura correcta a la region interfacial para la microemulsién deseada
(o/w, w/o o bicontinua).

3. Proveer de una capa flexible que pueda formar pequefios globulos.
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2.3.2 Agentes emulsionantes.

Anteriormente se ha mencionado que una microemulsién esta formada por una
fase oleosa, una acuosa y un emulsionante, al que también se denomina

surfactante o tesoactivo.

Un surfactante es aquel agente que tiene la capacidad de disminuir la tension
superficial, aunque la definicion més aceptada, est4 basada en la ecuacion de
adsorcion de Gibbs. De acuedo con esta ecuacion, cualquier material que
hace una contribucion a la energia libre en la superficie de un sistema de dos

componentes es un surfactante.

Se puede tratar la termodinamica de superficie, en una manera similar a una
solucién. ElI cambio de energia, dU, acompafado de un cambio infinitesimal

reversible en el sistema esta dado por (Florence, 2006):
dU=dqrev- dw (1) 0 dU=Tds —dw (2)

dgrv Y dw son, respectivamente, el calor absorbido y el trabajo efectuado

durante el cambio reversible.

Para un sistema abierto (donde existe una transferencia de materia entre

fases), una de las ecuaciones anteriores puede expresarse como:
dU= Tds- dw+ Zpidn; (3)

donde u; y n; son el potencial quimico y el nimero de moles, respectivamente,

del componente i.

Cuando se aplica la ecuacion (3) a la capa superficial, el trabajo es el requerido
para incrementar el area de la superficie por una cantidad infinitesimal, dA, a
temperatura, presion y numero de moles constante. Este trabajo es efectuado

contra la tension superficial y se representa como:

dw=ydA (4)
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La forma méas conocida de la ecuacion de Gibbs es: (5)
Otra forma de expresar la ecuacion es: (6)
Manteniendo la temperatura constante: (7)

En las ecuaciones, I'; es la concentracion en exceso del soluto en la superficie
(surfactante) y es la tension superficial, o es la actividad del soluto, p, es el
potencial quimico; R y T son constantes. La ecuacion de Gibbs puede ser

aplicada a sistemas acuosos y no acuosos. (Adamson, 1982)

Los emulsionantes pueden ser clasificados de acuerdo con sus caracter ionico

en anidnicos, catidnicos, y no iénicos (Griffin,1949):

- Anionicos: la porciéon activa de esta clase de emulsionantes es el anion.
En general, estos emulsionantes son mas estables a pH &cido y
permiten mantener el pH del sistema en un rango entre 4.5 y 6.5.
Algunos ejemplos de estos emulsionantes son: ésteres de acido

sulfdrico, acilamidas de aminoacidos, sulfonatos.

- Cationicos: éstos tiene una alta actividad en la superficie, sin embargo,
son los menos utilizados, son irritables a la piel y ojos y tienen un rango
considerable de incompatibilidades, incluyendo materiales anionicos,

algunos ejemplos son: sales de amonio cuaternarias, aminas terciarias.

- No ionicos: esta clase de emulsionantes muestran un excelente pH y
compatibilidad con electrolitos en emulsiones, aunque su rango de HLB
es muy amplio (2- 28). Las emulsiones que los contienen, son
generalmente bajos en irritacion potencial, estables y tienen excelentes
caracteristicas de compatibilidad. Algunos ejemplos son: ésteres de

etilenglicol, ésteres de sorbitan, alcoholes grasos etoxilados.
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El balance entre las propiedades hidrofilicas e hidrofobicas de un surfactante
ha sido denominado como balance del sistema hidrofilico/ lipofilico (HLB). A
mediados del siglo pasado, Griffin establecié una escala empirica de valores de
HLB para una variedad de surfactantes no ionicos. El concepto original de
Griffin define al HLB como el porcentaje (por peso) de la parte hidrofilica,

dividida entre 5 para producir valores mas manipulables (Griffin, 1949):

% hidrofilico (peso)
B 5

HLB

Una escala de HLB puede ser utilizada para establecer el rango 6ptimo de
eficiencia para un emulsionante apropiado para una cierta actividad como
agente humectante, antiespumante o detergente. Aunque los numeros de la
escala han sido asignados por arriba de 40, el rango usual esta entre 1 y 20.
Los materiales que son altamente polares o hidrofilicos son asignados niumeros

mas altos que los materiales que son menos polares y mas lipofilicos

Tabla 3. Actividad y valor de HLB de emulsinantes.

HLB

Actividad asignado

Antiespumantes 1-3
Emulsionantes (w/0) 3-6
Agentes humectantes 7-9
Emulsionantes (o/w) 8-18
Solubilizantes 15-20
Detergentes 13-15

Tomada de Betageri, 2007.
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En una solucion acuosa diluida, los surfactantes existen como mondmeros,
pero a altas concentraciones, un numero de moléculas de surfactante pueden
agregarse para formar micelas, las cuales son frecuentemente idealizadas

geometricamente como entidades esféricas o perfectas estructuras laminares.

La concentracion especifica a la cuél las propiedades fisicoquimicas de un
surfactante en una solucién acuosa diluida sufre repentinamente una
discontiniudad, es referida como la concentracién micelar critica cmc. (Friberg,
1983)

Las moléculas anfifilicas pueden formar micelas o estructuras de asociacion.
Las fuerzas que conducen a la formacion de este tipo de complejos son las
interacciones dipolo- dipolo de los grupos de la cabeza polar, que en el caso de
micelas inversas son éstas las que estan en el centro, la siguiente figura

muestra lo mencionado (Tanford, 1980):

Figura 7. Modelo de la formacion de micelas y micelas invertidas
(Rieger 1988)

~26~



Marco Tedrico

2.4 Aceite de Castor Hidrogenado Polietilenglicolizado

Ya se ha mencionado, que un agente emulsionante, puede clasificarse en
i6nico, anionico o no iénico. Se ha utilizado como agente emulsionante al
Aceite de Castor Hidrogenado Polietilenglicolizado (ACH 40), el cual se

caracteriza por tener una naturaleza no ionica.

El ACH 40, cuya nomenclatura es oxiesterato polietilenglicol o también aceite
de castor hidrogenado PEG-40 (de acuerdo al Handbook of Excipients 2004),
se produce de la reaccion de 40 moles de 6xido de etileno con un mol de
glicerina. Los principales componentes de los diferentes grados de ACH,
incluyendo al RH 40, son los ésteres de acidos grasos polietilenglicol glicerol

glicol y ésteres de &cidos grasos de polietilenglicol.

En la siguiente figura, se representa la estructura quimica del ACH 40, donde
se puede notar, la porcidon hidrofilica, que consiste de glicoles de polietilen y
etoxilatos de glicerol y la porcidn hidrofébica correspondiente a la cadena larga

de carbonos.

Ry Ri.2:3 = (CH2)g—_ _(CHo)s~
HzC/O T 123 T CHa
C

H _DTRQ (OCH2CHp)y v -OH
HEé R = Polyethylene glycol | 2-oxystearats
\O O R x4y +z=40
T 3 ACH 40 (Polvoxyl 40 hydrogenated castor oil)

Q

Figura 8. Estructura del ACH (tomada Strickley, 2004)
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Caracteristicamente, el ACH 40 es un liquido viscoso o una pasta suave de
color blanquecino, que en solucion acuosa presenta un tenue olor caracteristico
y un sabor ligero. (BASF 1992)

La siguiente tabla muestra algunas de las caracteristicas de este emulsionante:

Tabla 4. Caracteristicas del ACH 40

Caracteristica ACH 40
indice de Saponificacion 50- 60
indice de Hidroxilo 60- 75
indice de Acidez 1
indice de lodo 1
Contenido de agua 2%
(Método Fischer’s)
Valor de pH de solucion 6-7
acuosa al 10%

Los diferentes grados del ACH forman una solucion clara en agua, etanol y
propanol, sin embargo, cuando es disuelto en alcoholes completamente
anhidros, es necesario adicionar 0.5 a 1% de agua para obtener soluciones
claras. Cuando la temperatura empieza a aumentar, la solubilidad en agua

disminuye y a una cierta temperatura, la solucion se torna turbia. (BASF 1992)

En cuanto a la estabilidad de los diferentes grados de ACH, se reporta que no
se alteran en soluciones hidroalcohdlicas, en este caso no se esta utilizando un
alcohol como cosurfactante, sin embargo se reporta que en soluciones acuosas
tiene buena estabilidad, aunque la adicion de bases o acidos fuertes puede

provocar la saponificacién de los ésteres.
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Las soluciones acuosas que contienen a los diferentes grados de ACH, pueden
esterilizarse por calentamiento a 120°C. Debe tomarse en consideracion que

esto puede provocar una ligera disminucion en el valor del pH (BASF 1992)

Uno de los principales usos del ACH 40, de acuerdo a la ficha técnica de
BASF, es la solubilizacioén de principios activos insolubles en un medio acuoso
ya que este excipiente tiene la caracteristica de ser inodoro e insipido en
soluciones acuosas. Para obtener una solucién acuosa clara, se recomienda:
mezclar al principio activo con el ACH y calentar a 60°C- 65°C. Ademas, el
agua que se adicione, debe igualmente ser calentada en ese rango de
temperatura y se debe incorporar al sistema lentamente con agitacion. Como
un resultado de la hidratacion, la solucién se torna espesa provocando que el
sistema adquiera su maxima viscosidad. A medida que se continda
incorporando el agua a adicionar a la mezcla, la viscosidad del sistema

disminuye.
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3. Objetivos

e Solubilizar Acidos Grasos Omega 3 en una fase acuosa, empleando la

técnica de Microemulsificacion.
Para ello es necesario:
e Proponer un diagrama ternario que esquematice la zona de trabajo

e Determinar las proporciones de fase oleosa, fase acuosa y tensoactivo,

gue forman una microemulsion.

e Caracterizar los sistemas obtenidos en el desarrollo experimental, para

definir aquellos que se consideran microemulsiones:
o Descripcion fisica
o Evaluacioén de la transparencia optica
o0 Medicion del tamafio de glébulo de los sistemas

o Estudio del efecto de la concentracién de ACH 40 y de la

concentracion de aceite de pescado en el pH
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4. Desarrollo Experimental

4.1 Materia Prima.

Para llevar a cabo la formacion de la microemulsién, se ha utilizado:

- Aceite de pescado Virgina Prime gold (certificado analitico anexo #3)
- Aceite de Castor Hidrogenado Polietilenglicolizado. Lote 79630675L0
- Solucién reguladora de citratos pH 4

- Edetato trisédico R. A.

- Butilhidroxitolueno R. A.

- Metilparabeno M. P.

- Propilparabeno M. P.

4.2 Material y equipos
4.2.1.1 Material

El material utilizado para el desarrollo experimental, consta de:

- Matraz volumétrico de 500 ml

- Matraz volumétrico de 50 ml

- Matraz volumétrico de 25 ml

- Pipeta volumétrica de 1 ml

- Vaso de precipitado de 250 ml

- Vaso de precipitado de 50 ml

- Espétula de cromo- niquel
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4.2.1.2 Equipos

Para realizar el desarrollo experimental, se ha utilizado:

Balanza analitica Explorer Ohaus
Méax 210 g. d= 0.1 mg.
Item No. E12140

Agitador de hélice, 4 palas.
Motor IKA® RW 20 digital
Apropiado para viscosidades de hasta 10.000 mPas

Parrilla de calentamiento
Corning Stirrer/ Hot plate
Model PC- 420. Serial No. 240598054063

Una vez que los sistemas se fabricaron, es necesario determinar algunas de sus

caracteristicas, como lo son apariencia, pH, tamafio del glébulo, intensidad

luminosa y viscosidad, para ello, se ha utilizado:

Potenciometro Oakton. Equipar
pH/ mV/ lon/°C meter

Zetasizer nano. Malvern Instruments. Nano series. Nano Z-S
Sensibilidad 0.6- 6000 nm. Software DTS (nano) 5.00

Espectrofotometro UV- Visible Ocean Optics
Model SAD 500 CE.
Conformado por: Fuente de luz (Deuterio- Tungsteno) UV/ VIS DT 1000 CE.
Portaceldas CUV- UV
Celda de cuarzo de 1cm
Software IBase 32
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4.3. Disefio Experimental

El disefio de experimentos permite lograr una planeacién en el desarrollo,
conociendo la cantidad y el orden de los componentes de forma planeada y
organizada, realizando el menor nimero de experimentos que arrojen

resultados de calidad.

En este caso se propone la formacion de sistemas donde se varia la cantidad

de fase acuosa, de fase oleosa y de surfactante.

La siguiente tabla muestra la formulacion base de los componentes de la

microemulsion:

Tabla 5. Férmula Base

Componente (variable)

Aceite de pescado X1
ACH 40 X2
Solucién reguladora de pH X3
Componente (constante) Cantidad
Edetato trisédico 10 mg/ml
Butilhidroxitolueno 1 mg/ ml
Metilparabeno 0.2 mg/ ml
Propilparabeno 0.02 mg/ ml

Donde X1+X5+X3 es el 98% de la formulacion.

Para determinar las cantidades de los excipientes utilizados, se consulto la
literatura correspondiente a formulaciones de soluciones orales (Niazi, 2009).
La cantidad de antioxidante, conservadores antimicrobianos y quelante

corresponde aproximadamente a un 2% de la formulacion total.

Ensayos previos permitieron determinar el intervalo de concentracion para la
fase oleosa, el tensoactivo y la fase acuosa, que conforman el 98% de la

formulacién y que se muestra en la tabla 6:
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Tabla 6. Intervalo de concentracién de los componentes con cantidades

variables.
Componente Intervalo % (w/v)
X1 Aceite de pescado 1%- 5%
X2 ACH 40 15%- 25%
X3 | Solucién Reguladora de pH 68%- 82%

Para llevar a cabo el disefio de experimentos, se usO el programa
STATGRAPHICS PLUS version 5.0, utilizando un disefio de mezclas, con tres
variables, disefio aumentado, obteniendo 14 ensayos a realizar En la tabla 6 se

muestra el disefio:

Tabla 7. Matriz de experimentos.

, Solucién
Ensayo Acelte de ACH 40 % | reguladora
pescado %
de pH %
1 5 25 68
2 5 15 78
3 1 25 72
4 1 15 82
5 3 20 75
6 4 22.5 71.5
7 4 17.5 76.5
8 2 22.5 73.5
9 2 17.5 78.5
10 5 20 73
11 3 25 70
12 3 15 80
13 1 20 77
14 3 20 75

Se puede observar que el existe una repeticion en el centro, brindando valores
de proporciones iguales para el ensayo 5y el 14.

En el siguiente diagrama ternario se muestra la localizacién de los sistemas:
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Figura 9. Diagrama ternario elaborado con los datos sugeridos por el programa
STATGRAPHIC PLUS 5.0, y elaborado por el programa ProSim Ternary
Diagram.

Debido a las restricciones propias de la formulacion, se puede observar que los

ensayos propuestos de localizan en la parte inferior del diagrama, la siguiente

figura muestra al esquema ampliado y a los ensayos propuestos remarcados:
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ACH 40

0.1 - " " .
Solucion 1 0.9 0.8 Aceite de

reguladora pescado
de pH

Figura 10. Diagrama ternario ampliado con los ensayos a realizar localizados.

La tabla 8 muestra las concentraciones de ACH 40 y de Aceite

correspondientes a cada ensayo de acuerdo a su niver en el diagrama ternario.

Tabla 8. Concentracion de ACH y de Aceite en cada uno de los ensayos de

acuerdo a su nivel.

Nivel [ACH] ‘ Ensayos #| [Aceite] ‘ Ensayos #
1 15% 2,4y12 1% 3,4y 13
2 17.50% 7y9 2% 8y9
3 20% 5 10y 13 3% 5,11y12
4 22.50% 6y8 4% 6y7
5 25% 1,3y11 5% 1,2y 10

A cada uno de los ensayos, se les evaluara su apariencia, pH, tamafo de
glébulo y transparencia Optica, para observar las caracteristicas que permitan

definir a los sistemas en los que se forman microemulsiones.
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4.4 Metodologia

4.4.1 Preparacion de solucion reguladora de citratos pH 4.
Se pesaron 6 g de acido citrico y 5.5 g de citrato de sodio, se colocaron en un
matraz volumétrico de 500 ml, se disolvieron y se llevaron al aforo con agua

purificada por el método de destilacion.

4.4.2 Preparacion de solucién de parabenos
Se pesaron 504.1 mg de metilparabeno y 54.5 mg de propilparabeno. Los

cuales se colocaron en un matraz volumétrico de 25 ml, se disolvieron en 10 ml

de etanol y se llevaron al aforo con agua purificada.

4.4.3 Realizacion de los ensayos. Metodologia general
En base a la matriz de experimentos obtenida con STATGRAPHICS 5.0 (y que
se encuentra en la tabla 7), se empleo la siguiente metodologia, para preparar
50 ml de cada sistema:
+ Pesado de materia prima.
Se pesaron las cantidades requeridas de aceite de pescado Virginia
Prime y de ACH 40. Ademéas de los excipientes requeridos:
Butilhidroxitolueno (50 mg) y EDTA (500 mg), en las cantidades
necesarias para obtener la concentracion establecida en las tablas 5y 7.

%+ Preparacion de la fase acuosa.

- En un vaso de precipitados de 250 ml, se colocaron aproximadamente el
75% de la cantidad necesaria de solucién reguladora de pH, requerida para
el ensayo.

- Se adicionaron 500 mg de EDTA y se agitaron hasta solubilizar
completamente.

- Se agregaron 1 ml de la solucién de parabenos.

- Se calentaron a 65°C £ 5°C y se mantuvo la temperatura constante.
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% Preparacion de la fase oleosa.
- Enun vaso de precipitado de 50 ml, se pesé la cantidad de aceite.
- Se adicionaron 50 mg de BHT y se agitaron hasta solubilizar.
- Se calentaron a 65°C+ 5°C y se mantuvo la temperatura constante

% Preparacion del tensoactivo.
- En un vaso de precipitados de 250 ml, se pesoé la cantidad requerida del
tensoactivo ACH 40. (tabla 7)

- Se calent6 a 65°C+ 5°C y se mantuvo la temperatura constante

% Formacién de la microemulsion.

- Se mezclo el tensoactivo y la fase oleosa a 200 rpm, durante 2 minutos.

- Se mantuvo la temperatura constante (65°C+ 5°C)

- Se aumentaron las revoluciones por minuto a 400 y adicionar lenta y
continuamente la fase acuosa a la mezcla anterior.

- Agitar por aproximadamente 3 minutos, manteniendo la temperatura
constante.

- Se Dejo enfriar a temperatura ambiente.

- Trasvasar a un matraz volumétrico de 50 ml y aforar.

Se repiti6 esta metodologia con cada uno de los ensayos propuestos en las
tablas5y 7

4.4.4. Medicion de pH

Para determinar el pH de cada sistema, previamente se calibro el
potencidmetro Oakton con soluciones pH 4, 7 y 10, a temperatura ambiente.
Posteriormente, se midi0 el pH de cada ensayo realizado, lavando
cuidadosamente el electrodo entre cada medicién y procurando que éste fuera

sumergido completamente en el sistema.
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4.4.5. Determinacion de tamarfio de particula

Se utilizd el Equipo Zetasizer Nano, para medir el tamafio de particula. Este
equipo funciona midiendo la absorcién de la luz correlacionando, mediante un
algoritmo el movimiento browniano de las particulas con el tamafio. Para ello,
se utilizd una celda de vidrio de un centimetro de ancho, la cual fue enjuagada
con agua destilada entre cada medicion. Es importante antes de cada
medicion, agitar la muestra antes de colocarla en la celda. La medicién se llevd

a cabo a temperatura ambiente.

4.4.6. Cuantificacién de transparencia optica

La transparencia oOptica se relaciona con la cantidad de luz que dejar pasar
cada sistema. Para cuantificarla, se utilizd una celda de cuarzo con un
centimetro de ancho, la cudl fue lavada con agua destilada entre cada
medicién. La lectura se realiz6 a 500 nm, en el modo | (Irradiancia Relativa) en

la zona del visible. Medicion realizada a temperatura ambiente.
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5. Resultados.

5.1Descripcion Fisica del sistema

Ensayo 1

Componentes

- Aceite de pescado 5%
- ACH 40 25%

- Solucion reguladora
de pH 68%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, ligeramente turbio, de color

amarillo tenue.

Claridad: ++

Ensayo 2

Componentes

- Aceite de pescado 5%
- ACH 40 15%

- Solucion reguladora
de pH 78%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, turbio, de color amarillo tenue.

Claridad: +
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Ensayo 3

Componentes

- Aceite de pescado 1%
- ACH 40 25%

- Solucion reguladora
de pH 72%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola

fase, ligeramente turbio e incoloro.

Claridad: ++

Ensayo 4

Componentes

- Aceite de pescado 1%
- ACH 40 15%

- Solucioén reguladora
de pH 82%

Apariencia

Sistema homogeneo de una sola
fase, transparente e incoloro.

Claridad: ++++
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Ensayo 5

Componentes

- Aceite de pescado 3%
- ACH 40 20%

- Solucion reguladora
de pH 75%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, transparente e incoloro.

Claridad: +++

Ensayo 6

Componentes

- Aceite de pescado 4%
- ACH 40 22.5%

- Solucioén reguladora
de pH 71.5%

Apariencia

Sistema homogeéneo de una sola

fase, opaco, de color amarillo tenue.

Claridad: +
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Ensayo 7

Componentes

- Aceite de pescado 4%
- ACH 40 17.5%

- Solucion reguladora
de pH 76.5%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola

fase, transparente, de color amarillo

muy claro.

Claridad: +++

g

Ensayo 8

Componentes

- Aceite de pesca 2%
- ACH 40 22.5%

- Solucioén reguladora
de pH 73.5%

Apariencia

Sistema homogeneo de una sola
fase, ligeramente turbio, casi
incoloro.

Claridad: ++
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Ensayo 9

Componentes

- Aceite de pescado 2%
- ACH 40 17.5%

- Solucion reguladora
de pH 78.5%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, turbio, casi incoloro.

Claridad: +

Ensayo 10

Componentes

- Aceite de pescado 5%
- ACH 40 20%

- Solucioén reguladora
de pH 73%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, transparente, de color amarillo
tenue.

Claridad: ++++
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Ensayo 11

Componentes

- Aceite de pescado 3%
- ACH 40 25%

- Solucion reguladora
de pH 70%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, opaco, de color ligeramente
amarillo.

Claridad: +

Ensayo 12

Componentes

- Aceite de pescado 3%

- ACH 40 15%
- Solucioén reguladora

de pH 80%
Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, ligeramente opaco, de color
amarillo tenue.

Claridad: ++
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Ensayo 13

Componentes

- Aceite de pescado 1%
- ACH 40 20%

- Solucion reguladora
de pH 77%

Apariencia

Sistema homogéneo de una sola
fase, transparente e incoloro.

Claridad: ++++

Ensayo 14

Componentes

- Aceite de pescado 3%
- ACH 40 20%

- Solucioén reguladora
de pH 75%

Apariencia

Sistema homogeneo de una sola
fase, transparente e incoloro.

Claridad: +++
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Observando los diferentes sistemas puede notarse que solo los ensayos 4, 5,
10, 13 y 14 son claros o transparentes, es decir, que permiten el paso de la
luz. Tal cualidad es caracteristica de las microemulsiones. A diferencia del

resto de los ensayos que presentan cierta opacidad.

Es importante sefalar que los sistemas que fisicamente se presentan como
microemulsiones, tienen una concentracion de 15% de ACH 40, en el ensayo 4
y de 20% de ACH 40 para el 5, 10, 13 y 14. En el ensayo 4 se mezclo la
cantidad minima de ACH 40 con la menor concentracion de aceite. Mientras
qgue la concentracion de aceite para los sistemas antes mencionados, es de
1%, 3% y 5%.

Lo anterior demuestra que se puede formar la microemulsion con la
concentracion mas baja de ACH 40 siempre y cuando se utilice la
concentracion minima de aceite (1%). Ademas se pueden obtener
microemulsiones utilizando 20% de ACH 40 a diferentes concentraciones de
aceite (1%, 3% y 5%)

Para el resto de los sistemas, la opacidad del sistema se debe a:

- una cantidad excesiva de ACH 40, ya que éste en altas concentraciones
opacifica, en presencia 0 ausencia de fase oleosa

- una cantidad elevada de aceite

- una cantidad insuficiente de ACH 40 en relacién con la de aceite

Tabla 9. Calificacion de la Transparencia Optica:

_ Ligeramente
Turbio _ Claro Muy claro
turbio

(0.035-0.135) (0.202-0.220) (0.241-0.261)
(0.147-0.184)

+ ++ +++ ++++
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5.2 Transparencia Optica

Tabla 10. Datos de Transparencia Optica determinados en la region visible del

espectro (500 nm).

Ensayo # Resultado
1 0.178
2 0.135
3 0.147
4 0.261
5 0.220
6 0.107
7 0.202
8 0.184
9 0.035
10 0.241
11 0.124
12 0.172
13 0.244
14 0.204

Para observar el efecto del ACH 40 y del aceite de pescado en la
Transparencia Optica, se llevo a cabo un andlisis de varianza, para encontrar la
relacion correspondiente. EI ANOVA mostr6 que hay 5 efectos
significativamente diferentes de cero, que influyen en la Transparencia Optica
(P<0.05).

El siguiente gréafico, muestra dichos efectos, indicando que los componentes
por si solos, asi como la interaccion entre ellos, tienen un efecto positivo en la

respuesta, mostrando una R? de 95.5183%
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Trarsparendia Optica
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Figura 11. Diagrama de Pareto estandarizado para Transferencia Optica

Se obtuvo, la ecuacion de regresion donde se ajustan todos los datos. La

ecuacion del modelo justado es:

Transparencia Optica = 0.210429 - 0.0188333*Aceite de pescado -
0.0223333*ACH 40 + 0.0336429*Aceite de pescado™2 + 0.043*Aceite de
pescado*ACH 40 - 0.0608571*ACH 402

A continuacion se muestra el Gréfico que representa a la superficie de

respuesta estimada:

Superficie de Respuesta Estimeda

Transparencia Optica

Figura 12. Superficie de respuesta para Transferencia Optica en funcion de la
concentracion de aceite y la concentracién de ACH 40
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El siguiente grafico muestra la representacion por zonas de la respuesta

(Transparencia Optica) para los diferentes niveles del ACH 40 y del aceite de

pescado.
Cortomos de la Superficie de Respuesta Estimeda
1F - TransparenciaOptica
: 012014
06 __ _] N 0.14-0.16
i - ; 016018
v o2k b 0.180.2
5 § 1 wam 02022
. ] W 022024
E 02 ~ W 024026
8 - = 1 W 026028
0.6 - ]
i N
1B —
-1 0.6 02 0.2 0.6 1
Aceite de pescado

Figura 13. Gréfica de contornos en funcion de la concentracion de aceite y de
la concentracion de ACH 40.

La zona indicada con color morado es la zona donde los sistemas muestran ser
mas claros, se puede observar que la transparencia Optica es mayor a 0.2 en

esta zona.

Fuera de esta zona, se encuentran los sistemas que presentan una

transparencia Optica menor a 0.2, y que en su apariencia, son sistemas turbios.
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5.3 Tamairio de glébulo

La tabla 11 muestra los resultados obtenidos de la medicién de tamafio de
glébulo de los ensayos 8, 10, 11, 12, 13, y 14. En el apéndice 4, se encuentran
las graficas de distribucion de tamafio, obtenidas con el equipo Zetasizer Nano.

Tabla 11. Resultados del tamafio de globulo en determinados ensayos.

Ensayo | Aceite (%) ACH 40 (%) Promedio de las mediciones (nm)
8 2 22.5 99.58
10 5 20 56.68
11 3 25 262.17
12 3 15 71.86
13 1 20 30.16
14 3 20 35.40

De acuerdo con Attwood, 1994, las microemulsiones se caracterizan por tener
un determinado tamafo de particula (de 10 a 200 nm). En la tabla anterior se
puede observar que los ensayos 8, 10, 11, 12, 13 y 14 tienen un promedio de
tamafio de glébulo dentro de ese intervalo. Mientras que el ensayo 11 muestra
un promedio de tamafio de glébulo superior al caracteristico de las
microemulsiones. La diferencia entre estos tamafios se debe a la composicién
de los sistemas. Debido a ello, se analizaron los tamafios de glébulo respecto a

la concentracion de los componentes.

Para conocer cémo influye la concentracion de aceite en el tamafio de glébulo
del sistema, se realizO un andlisis de regresibn donde se mantuvo la
concentracion de ACH 40 constante (20%) y se vari6 la concentracion de aceite
de pescado (1%, 3% y 5%). El analisis de varianza (ver apéndice 4, tabla 6)
indica que existe una relacién entre el tamafio de globulo y la concentracion del

aceite en el sistema, lo cual permite ajustarla a un modelo.
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El modelo lineal: tamafio = 20.8519 + 663.083*aceite, muestra una R’ de
88.64%, sin embargo, el modelo que mas se ajusta a los resultados

experimentales, con una R? de 98.26% es:
Tamafio = exp(3.35738 + 267.769*aceite”2

La figura 14 muestra una representacion de tal modelo. La linea central
corresponde al promedio de tamafio de particula, mientras que las lineas
amarillas y negras corresponden al intervalo de una y dos desviaciones
estandar, respectivamente.

Gréfico del Modelo Ajustado
tanmerio = exp(3. + 0.026776Faceite’?)

tanano
B R ErsXE
K

o
[
N
w
D
)

aceite

Figura 14. Representacion del modelo ajustado (tamafio vs aceite de pescado)

De la misma manera, se llevo a cabo el analisis del efecto en el tamafio del
glébulo respecto a la variacion en la concentracion de ACH 40 (15%, 20% y
25%), manteniendo constante la cantidad del aceite de pescado (3%); se
obtuvo de la tabla de andlisis de varianza (apéndice 4, tabla 7) que existe una
relacion moderadamente fuerte entre el ACH 40 y el tamafio del glébulo de los

sistemas. El modelo lineal obtenido presenta una R? de 61.73%:

tamafio = -271.179 + 1813.15*ACH.
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5.4 Mediciéon de pH

La tabla 12 muestra los resultados obtenidos de la medicion de pH:

Tabla 12. Resultados obtenidos de la medicion de pH

pH
Muestra 1 2 3 promedio
1 4.3 4.35 4.3 4.32
2 4.15 4.16 4.17 4.16
3 4.36 4.27 4.34 4.32
4 4,22 4.2 4.21 4.21
5 4.26 4.34 4.34 4.31
6 4.33 4.33 4.29 4.32
7 4.28 4.23 4.28 4.26
8 4.33 4.3 4.33 4.32
9 4.17 4.28 4.25 4.23
10 4.29 4.28 4.22 4.26
11 4.36 4.35 4.34 4.35
12 4.28 4.26 4.21 4.25
13 4.27 4.29 4.28 4.28
14 4.31 4.32 4.3 4.31

Para determinar la existencia de una diferencia significativa del pH entre los

sistemas, se llevdO a cabo el andlisis de varianza utilizando el programa

STATGRAPHICS Centurion XV.II.

De la prueba ANOVA, se obtiene una P<0.05 (apéndice 3, tabla 1) por lo que

existe una diferencia estadisticamente significativa del promedio de pH entre

ensayos. El analisis de pruebas de multiple rangos (tabla 2 del apéndice 4),

indica la presencia de 6 diferentes grupos homogéneos con diferente pH.

La figura 15 esquematiza los promedios de pH para los diferentes ensayos, se

puede observar a simple vista que existe diferencia entre ciertos grupos.
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Medias y 95.0%de Fisher LSD
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Figura 15. Gréafica de medias de pH en los diferentes ensayos.

Para determinar qué condiciones causan una diferencia en el pH se realizé un
andlisis estadistico de éste en funcion de la cantidad de fase acuosa (solucién
reguladora de pH), de la concentracion de aceite y en funcion de la

concentracion de ACH 40.

En primera instancia, se establecid la concentracion de ACH 40 (20%)
constante y se determiné la cantidad de fase acuosa como factor variable. El
ANOVA para pH en funcién de la cantidad de fase acuosa muestra una P>0.05,
por lo que no hay una diferencia estadisticamente significativa de pH en funcién

de la cantidad de solucion reguladora de pH (apéndice 3, tabla 3)

Medias v 95.0% de Fisher LSD

AMF - - - - - - - - - - - ——-—- - - —-——-——-——-—=- —

R . .

e ]

4281 - - - — - -4 - - — - —
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Figura 16. Promedios de pH en funcion de la cantidad de fase acuosa
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En la figura anterior, se puede observar que los promedios con intervalos, se
traslapan, mostrando que no hay una diferencia con significancia estadistica en
el pH, cuando se varia la cantidad de fase acuosa, que corresponde a la

solucion reguladora e pH.

Se observa, en la figura 16, la media de pH en funcion de la concentracion de
aceite, donde se aprecia que existe una variacion muy pequefia en la medida
de pH cuando se modifica la concentracion del aceite de pescado. Incluso se
puede mencionar que aparentemente no cambia el pH en funcién de la

concentracion de aceite.

La tabla ANOVA para pH en funcién de la concentracion de aceite, indica que
no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH
entre un nivel de aceite y otro, con un nivel del 95.0% de confianza (P>0.05).

Ver apéndice 3, tabla 4

Lo que muestra que el pH no se vera afectado cuando la concentracion de

aceite se modifica en el sistema

Medias v 95 .00 de Fsher LSD

AU — = = - — — — — — — — — - - — — — — —

I | SR R S —

430 — - — — T — - — SR -

428 — — — — - — — — — — — — — - — - - —

426 — — — — - - - T

424 — — . —  — _— _ e

aceite

Figura 17. Gréfica de medias de pH en funcion de la concentracion de aceite

Se realiz6 también, un ANOVA de pH en funcién la concentracion de ACH 40,
donde éste ultimo se determiné como factor variable, mientras que el aceite de

pescado se mantuvo en una concentracion constante (3%).
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El siguiente grafico muestra las medias de pH en funcion de la concentracion
de ACH 40, lo que permite observar una diferencia practica en los resultados.
En la gréfica destaca que mientras la concentracion de ACH 40 aumenta, el pH

de los sistemas, es mayor:

Medias v 95.0% de Fsher LSD

43— — — — - — — — - - - - - — - - - —--—-—=<= —

438 |- — — o __ E _____ ]

4@l - __ j: ———————————
L az9}) - — — — - - — - S
426 — — — — - ;|: —————————————————
43| - - - L __ _ _ ___ _ ____ __ ]

S ————

Figura 18. Medias de pH en funcién de la concentracion de ACH 40

La tabla ANOVA de pH en funcion de la concentracion de ACH 40, indica que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre
un nivel de ACH 40 y otro, con un nivel del 95.0% de confianza. (P<0.05) (Ver
apéndice #3, tabla 5)

En la informacion técnica del ACH 40, se menciona que una solucién acuosa
de éste al 10%, presenta un pH entre 6 y 7. Y que si el sistema es calentado a
120°C para su esterilizacion puede presentarse una disminucion del pH, sin
embargo, no se ha encontrado informacion de que la concentracion de ACH 40

provoque un aumento de pH.

Debido a esto, se realiz6 un estudio experimental para evaluar el efecto del pH
en funcion del ACH 40, para esto, se determiné el pH de 50 ml de agua
purificada a temperatura ambiente, el cual fue de 5.9; se calentaron los 50 ml
de agua a 65°C (que es la temperatura a la cual se utiliza el ACH 40), se
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adicionaron 5 gramos de ACH 40 a 65°C (para obtener una concentracion del
10%) y se midio el pH, dando un resultado promedio de 6.16 a 65°C y de 6.12
a temperatura ambiente. La solucion se calenté nuevamente, y se adicionaron
otros 5 gramos de ACH 40 (concentracion final de 20%), obteniendo una pH
promedio de 6.29 a 65°C y 6.25 a temperatura ambiente. Lo anterior indica que
al aumentar la concentracién de ACH 40 en un medio acuoso, el pH aumentara

su valor en el orden de décimas.

Una vez que se ha establecido la dependencia del pH respecto a la
concentracion del ACH 40, se buscd el modelo que méas se ajuste a esta
relacion, encontrdndose el modelo lineal, con un coeficiente de correlacién
igual a 0.907841.

pH=4.10333 + 0.01* ACH 40.
El siguiente grafico muestra la representacion esquematica de dicho modelo:
Gréfico del Modelo Ajustado

pH=4.10333 + 0.01*ACH40
4.36 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Figura 19. Modelo ajustado de pH en funcion de la concentracion de ACH 40
El siguiente esquema (Diagrama de Pareto) muestra los factores que afectan

de manera significativa al pH. Los efectos son la concentracién de ACH 40 y el

efecto cuadratico de la concentracion de aceite.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para pH

—
(|

%

B: ACH 40

0 2 4 L] ] 10
E fecto estandarizado

Figura 20. Diagrama de Pareto Estandarizada para pH

El analisis de varianza realizado para los efectos estandarizados, (apéndice #
3, tabla 6), indica que ambos efectos (ACH 40 y efecto cuadratico del aceite)

son significativamente diferentes de cero.

En la figura 21, se muestra la gréafica de efectos principales para pH, en la cual
se observa que a medida de que hay un incremento en la concentracién de
aceite, el pH aumenta, hasta un punto maximo, después del cual éste empieza
a disminuir. Mientras que para el ACH 40, existe una relacion mas directa.

Grafica de Efectos Principales para pH

43 — —
432 —
E am| /_\\ i
424 — —
42 - —
-1.0 1.0 -1.0 1.0
Aceite de pescado ACH 40

Figura 21. Efectos principales para pH
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En la figura 22 aparece la superficie de respuesta para el pH en funcion de la
cantidad de aceite y de ACH 40:

Superfice de Respuesta Estimada

44
4.35¢
43¢
425¢
421
4.15¢

pH

Figura 22. Superficie de respuesta estimada

El modelo que representa la superficie de respuesta es:

pH =4.31214 - 0.0116667*aceite + 0.0616667*ACH -

0.0442857*aceite”2 + 0.0125*aceite*ACH - 0.0142857*ACH"2

R? de 92.2175%
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6. Conclusiones

Se realiz6 un diagrama pseudoternario, en base al disefio de experimentos.

La concentracion de ACH 40 a la cuél se formara una microemulsién es de
20% cuando se utilizan concentraciones de 1%, 3% y 5% de fase oleosa y de

15% de ACH 40 cuando se utiliza la cantidad minima propuesta de aceite.

En base a la caracterizacion de los sistemas se concluye que:

- Visualmente la apariencia y claridad de algunos sistemas, indican la
presencia de microemulsiones, sin embargo, esto no asegura que

realmente se trate una de éstas.

- Sélo aguéllos con una transparencia Optica superior a 0.2, y un tamafio de
glébulo entre 30 y 60 nm pueden clasificarse como microemulsiones, por lo
gue puede mencionarse que solo se logro la formaciéon de la microemulsion

para los ensayos 10, 13y 14

- Se encontr6 ademas que un aumento en la concentracion de ACH 40,

puede incrementar ligeramente el pH
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Apéndice 1

Lista de abreviaturas
ACH 40: aceite de castor hidrogenado polietilenglicolizado
AG: acido graso
AGMI: 4cido graso monoinsaturado
AGPI: &cido graso poli insaturado
BHT: butilhidroxitolueno
DHA: &cido docosahexaenoico
EDTA: acido etilendiamino tetracético
EPA: acido eicosapentaenoico
LBTs: compuesto con escasa actividad proinflamatoria

n-3 u omega 3: nombre utilizado para indicar una saturacion partiendo del

carbono terminal
Rpm: revoluciones por minuto

TXA3: proagregante plaquetario muy débil
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Certificado analitico del Aceite de pescado.
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Apéndice 3

Tablas de ANOVA de los diferentes analisis estadisticos.

Tabla 1. Tabla ANOVA para pH de los diferentes ensayos realizados

Tabla ANOVA para pH por ensayo

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos [0.108012 13 [0.00830861 8.72 0.0000
Intra grupos  |0.0266667 28 [0.000952381

Total (Corr.) [0.134679 41

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de pH en dos componentes: un componente entre-grupos y un

componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 8.72404, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de ensayo y otro,
con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 2. Pruebas de Multiple Rangos para pH por ensayo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Ensayo |Casos [Media Grupos Homogéneos
2 3 4.16 X

4 3 4.21 XX

9 3 4.23333 | XX
12 3 4.25 XX
10 3 4.26333 | XX

7 3 4.26333 XX
13 3 4.28 XXX
14 3 4.31 XXX
5 3 4.31333 XXX
1 3 4.31667 XX
6 3 4.31667 XX
8 3 4.32 XX
3 3 4.32333 XX
11 3 4.35 X

Se han identificado 6 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de medias es
significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Tabla 3. Tabla ANOVA para pH en funcion de la cantidad de fase acuosa

Tabla ANOVA para pH por fase acuosa

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos [0.00335556 2 0.00167778 3.08 0.1200
Intra grupos  [0.00326667 6 0.000544444

Total (Corr.) [0.00662222 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de pH en dos componentes: un componente entre-grupos y un
componente dentro-de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 3.08163, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual
que 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de fase
acuosa y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 4. Tabla ANOVA para pH en funcion de la concentracién de Aceite

Tabla ANOVA para pH por aceite

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos |0.00335556 2 0.00167778 3.08 0.1200
Intra grupos  |0.00326667 6 0.000544444

Total (Corr.) [0.00662222 8

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de pH en dos componentes: un componente entre-grupos y un

componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 3.08163, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razén-F es mayor o igual
gue 0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de aceite
y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 5. Tabla ANOVA para pH en funcion de la concentracion de ACH 40

Tabla ANOVA para pH por ACH 40

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos [0.0152 2 0.0076 15.20 0.0045
Intra grupos  [0.003 6 0.0005

Total (Corr.) [0.0182 8

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de pH en dos componentes: un componente entre-grupos y un

componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es igual a 15.2, es el cociente entre el estimado
entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de pH entre un nivel de ACH 40 y otro, con un
nivel del 95.0% de confianza.
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Tabla 6. Analisis de varianza para pH

Andlisis de Varianza

para pH

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
A:Aceite de pescado |0.000816667 1 0.000816667 7.28 0.0542
B:ACH 40 0.0228167 1 0.0228167 203.35 0.0001
AA 0.00457619 1 0.00457619 40.79 0.0031
AB 0.000625 1 0.000625 5.57 0.0776
BB 0.00047619 1 0.00047619 4.24 0.1084
Error total 0.00044881 4 0.000112202

Total (corr.) 0.03041 9

R-cuadrada = 98.5241 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 96.6793 porciento

Error estandar del est.

Error absoluto medio =

=0.0105926
0.00552381

Estadistico Durbin-Watson = 3.07939 (P=0.7714)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.597954

El StatAdvisor

Apéndice 3

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de pH en piezas separadas para cada uno de los efectos. entonces
prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del
error experimental. En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla 7. Regresion simple “tamafio vs aceite”

Variable dependiente: tamafio (nm)
Variable independiente: aceite (variable)
Logaritmico-Y Cuadrado-X: Y = exp(a + b*X"2)

Coeficientes

Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  [3.35738 0.020675 |162.388 0.0000
Pendiente |267.769 13.4678 19.8822 0.0000

NOTA: intercepto = In(a)
Anélisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
Modelo 0.642436 1 0.642436 395.30 0.0000
Residuo 0.0113763 7 0.00162518

Total (Corr.) [0.653812 8

Coeficiente de Correlacion = 0.991262

R-cuadrada =

98.26 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98.0114 porciento
Error estandar del est. = 0.0403136
Error absoluto medio = 0.02603
Estadistico Durbin-Watson = 0.954262 (P=0.0101)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.194748

El StatAdvisor

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo log-Y X-cuadrada para describir la relacion entre

tamafio y aceite. La ecuacion del modelo ajustado es
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tamafo = exp(3.35738 + 267.769*aceite”2)

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa
entre tamafio y aceite con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98.26% de la variabilidad en tamafo. El
coeficiente de correlacion es igual a 0.991262, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.
El error estdndar del estimado indica que la desviacién estandar de los residuos es 0.0403136.

Tabla 8. Regresion simple “tamafio vs ACH 40”

Variable dependiente: tamafio
Variable independiente: ACH (variable)
Raiz Cuadrada-Y Cuadrado-X: Y = (a + b*X"2)"2

Coeficientes

Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  [-0.444071 2.91402 (-0.152391 (0.8848
Pendiente [220.15 66.05 3.33307 0.0207

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados |G| |Cuadrado Medio [Razén-F [Valor-P
Modelo 78.0646 1 78.0646 11.11 0.0207
Residuo 35.1346 5 7.02691

Total (Corr.) [113.199 6

Coeficiente de Correlacion = 0.830435

R-cuadrada = 68.9622 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 62.7546 porciento
Error estandar del est. = 2.65083

Error absoluto medio = 2.06785

Estadistico Durbin-Watson = 1.00372 (P=0.0127)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.306558

El StatAdvisor
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo raiz cuadrada-Y X-cuadrada para describir la relacion
entre tamafio y ACH 40. La ecuacién del modelo ajustado es

tamafio = (-0.444071 + 220.15*ACH"2)"2

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa
entre tamafio y ACH 40 con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 68.9622% de la variabilidad en tamafio. El
coeficiente de correlacion es igual a 0.830435, indicando una relacién moderadamente fuerte entre las
variables.
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Distribucion de tamafo de globulo en determinados ensayos

Para determinar el tamafio de particula de los ensayos, se utiliz6 el equipo
Zetasizer Nano. El cual tiene la capacidad de correlacionar el movimiento
browniano de los globulos de los sistemas con el tamafio de estos mediante un
algoritmo. Con este equipo se mide la absorbancia de la luz y se correlaciona con
la distribucion del tamafio.

Condiciones de medicion: Temperatura ambiente (25°C)

Tabla 1. Diametro promedio y desviacion estandar de los ensayos a los que se les
determiné tamarfio de glébulo

Ensayo # | Didmetro promedio (hm) | Desviacion estdndar (nm)
8 99.58 19.21
10 56.68 0.4029
11 262.17 79.22
12 71.86 50.27
13 30.16 1.711
14 35.40 0.4661

A continuacién se muestran las gréaficas de distribucion de tamafio de glébulo para
los diferentes ensayos realizados. En cada gréafica se observan tres corridas de la
muestra (representadas graficamente en diferentes colores), lo que permite una

mayor confianza en la medicion del tamafio del glébulo. La amplitud del area bajo

la curva, se relaciona con el tamafio de glébulo de la muestra.

En la parte de arriba de las imagenes, se indica el diametro y la intensidad
obtenidas de cada corrida.
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Diam. (nm}) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1155 Peak 1: 201 342 6.706
Pdl: 0.504 Peak 2: 15565 259 626.9
Intercept: 0.953 Peak 3: 1205 250 4824

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

Record 12: Ensayo 8 3|

Record 10: Enzayo &1 Record 11: Ensayo 82

Figura 1. Distribucién de tamafio de glébulo para el ensayo 8

Diam. (nm}) % Intensity Width {(nm)
Z-Average (d.nm): 55.85 Peak 1: 104.8 86.2 §2.50
Pdl: 0.431 Peak 2: 17.47 138 4552
Intercept: 0.959 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

QU v EE R TR ER R I TR PR R IR PEPPE G

Intensity (%)

1000 10000

Size (d.nm}

Record 7: Enzayo 101 Record 8: Enzayo 10 2 Record 9: Enzayoe 10 3|

Figura 2. Distribucion de tamafio de glébulo para el ensayo 10
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Diam. (nm) % Intensity Width {nm)
Z-Average (dnm): 268.2 Peak 1: 142.2 349 39.94
Pdli: 0.566 Peak 2. 22.30 3.6 6.389
Intercept: 0950 Peak 3: 1157 253 300.6

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm}

Record 13: Enzayo 11 1 Record 14: Enzayo 11 2 Record 15 Enzayo 11 3|

Figura 3. Distribucion de tamafio de glébulo para el ensayo 11

Diam. (nm}) % Intensity Width {nm)
Z-Average (dnm); 4266 Peak 1: 52.87 88.3 33.25
Pdl: 0470 Peak 2: 4112 6.9 1113
Intercept: 0.965 Peak 3: 1089 43 419.8

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

QO - e R B R :

Intensity (%)

1000 10000

Size (d.nm}

Record 18: Enzaye 121 Record 17: Enzayo 122 Record 18: Enzaye 12 3|

Figura 4. Distribuciéon de tamafio de globulo para el ensayo 12
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Diam. (nm) % Intensity Width {nm)
Z-Average (d.nm): 29058 Peak 1: 19.55 635 6.448
Pdl: 0463 Peak 2: 2498 21.5 1344
Intercept: 0960 Peak 3: 1371 149 43.80

Result quality : Refer to quality report

Size Digtribution by Intensity

Rq - s R I R G :

Intensity (%)

1000 10000

Size (d.nm)

Record 1: Enzaye 131 Record 2: Enzayo 132 Record 3: Ensaye 13 3|

Figura 5. Distribucién de tamafio de globulo para el ensayo 13

Diam. (nm} % Intensity Width (nm}
Z-Average (dnm): 3570 Peak 1: 2715 52.8 11.70
Pdl: 0.420 Peak 2: 120.0 47 .2 64.29
Intercept: 0.949 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

@

Intensity (%)
o

A

0.1 1000 10000

Size (d.nm}

Record 4 Enzavo 14 1 Record 5 Enzayo 14 2 Record 6: Enzayo 14 3|

Figura 6. Distribucion de tamafio de glébulo para el ensayo 14
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