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Resumen

Las nanoemulsiones, los liposomas, las microemulsiones, las nanoparticulas
lipidicas solidas y las particulas poliméricas son nanoestructuras que podrian me-
jorar la estabilidad y la biodisponibilidad de muchos compuestos bioactivos. La
metodologia de superficie de respuesta (RSM) se utilizé para investigar la funcién
de las diferentes condiciones de procesamiento que afectan el tamafio de parti-
cula de las nanoemulsiones de 4cido estearico preparadas mediante el método de
emulsificacién por ultrasonido. Se estudiaron los efectos de la concentracion de
lipidos (4-7 %), 1a concentracion de surfactante (0.1-2.0 %) y el tiempo de soni-
cacion (15-30 min) en el tamano de particula. Los datos experimentales podrian
ajustarse adecuadamente en una ecuaciéon polinomial de segundo orden con un
coeficiente de regresion (R?) de 0.882. El tiempo de sonicacion constituy6 el
factor principal que influye en la variable de respuesta. Aumento del tiempo de
sonicacion incrementa el tamafio de particula y el indice de polidispersidad. La
concentracion de emulsificante se observo estar inversamente relacionada con
el tamafio de particula. Las condiciones 6ptimas con el fin de obtener el menor
tamafio de particula en la preparacion de nanoemulsiones de acido estearico, se
estimoé a: 4,08 % para la concentracion de lipidos y 1,22 % para el contenido de
surfactante, empleando un tiempo de sonicaciéon de 19,18 min, obteniendo un
tamafio de particula de 198,46 nm. Se observé que la morfologia de las gotitas
de nanoemulsiones tenfa la forma casi esférica, observado mediante microscopia
electrénica de transmision (Cryo - TEM).

Palabras claves: Metodologia de Superficie de Respuesta; Nanoemulsiones
de aceite en agua; Acido estérico; Método ultrasénico; Nano Zetasizer.
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1. Introduccion

Las nanoemulsiones son dispersiones que tipicamente presentan diametros
en el rango de 50 a 1000 nm y con frecuencia se conocen como mini emulsiones,
emulsiones finamente dispersas o emulsiones submicrométricas [1]. Las nanoe-
mulsiones consisten en una fase lipidica dispersa en una fase acuosa continua,
con cada gota de aceite rodeada por una delgada capa interfacial que consiste en
moléculas emulsificantes [2-4]. Por lo general, las nanoemulsiones son altamente
estables a la separacion gravitacional debido al tamafio de particula relativamente
pequeno, lo que significa que los efectos del movimiento browniano dominan
las fuerzas gravitacionales y previenen la formacién del cremado o sedimenta-
ci6n durante un tiempo prolongado de almacenamiento [5]. También tienen una
buena estabilidad contra la agregacion de las gotitas debido a que el rango de
fuerzas atractivas que actuan entre las emulsiones disminuye con la disminuciéon
del tamafio de particula, también el intervalo de repulsion estérica es menos de-
pendiente [6]. Estas ventajas potenciales de las nanoemulsiones sobre las emul-
siones convencionales las convierten en sistemas atractivos para su aplicacion
en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, una vez que pueden actuar
como sistemas de transporte o suministro de compuestos lipofilicos, como nu-
tracéuticos, farmacos, sabores, antioxidantes y agentes antimicrobianos [7, 12].

En la actualidad, ha aumentado el interés de incorporar lipidos en nanoemul-
siones de agua, debido a las ventajas de estos materiales lipidicos en comparacion
con otros, por su biocompatibilidad y biodegradacion [13]. Ademas, se ha consi-
derado como una estrategia para evitar la auto oxidacion de lipidos, que general-
mente implica una transicion de fase [14, 15]. El acido estearico es un acido graso
saturado endégeno de cadena larga y un componente principal de las grasas tanto
de origen animal como vegetal, proporcionando una mejor biocompatibilidad y
menor toxicidad que las contrapartes sintetizadas [16]. El acido estearico tiene un
punto de fusiéon mas alto que la temperatura corporal (p.f. 69.6 °C), y es biocom-
patible con los tejidos humanos y neutral con respecto a los fluidos fisiolégicos.
El acido estearico, lipido utilizado en este estudio, se considera no téxico y esta
clasificado como ‘Generalmente Reconocido como Seguro’ (GRAS) por la Ad-
ministraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) [13].

Se han desarrollado varios métodos para preparar emulsiones en la escala na-
nométrica, que se clasifican como métodos de alta energia o de baja energfa [17]. La
emulsificacion ultrasénica es un método de alta energfa en la preparacion de gotas
emulsionadas a escala nanométrica [18]. Este método esta documentado como una
técnica rapida y eficiente para formular nanoemulsiones estables con un diametro
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de gota muy pequefio y un indice de polidispersidad bajo [19]. Utiliza ondas de so-
nido con una frecuencia superior a 20 kHz utilizando un sonotrodo para provocar
vibraciones mecanicas seguidas de la formacion de la cavitaciéon acustica. El co-
lapso de estas cavidades genera potentes ondas de choque que rompen las gotas
gruesas en el rango nanométrico [20]. Hoy en dfa, estudios que sugieren que en
el proceso de emulsificacion, la cavitacion asistida por ultrasonido parece ser mas
competitiva o incluso superior en términos de tamafio de particula y eficiencia
energética, en comparacion con otros homogeneizadores rotacionales tipicos,
ademas de ser mas rentable y practica en términos del costo de produccion a
escala, la facilidad de mantenimiento y el procesamiento aséptico comparado con
un microfluidizador [4, 21, 22]. El tamafio de particula de la nanoemulsién pue-
de controlarse optimizando los parametros del proceso, como el contenido de
aceite, la concentracion de emulsionante, el tiempo de emulsificacion y la energfa

proporcionada [23, 24].

En estas situaciones, cuando varios factores e interacciones de los factores
afectan los resultados, I.a Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) es una
herramienta efectiva para optimizar el proceso; es una colisiéon de técnicas es-
tadisticas y matematicas que resultan del ajuste de los modelos empiricos a los
datos obtenidos de los experimentos y se utiliza para la mejora y la optimizacion
del proceso [25, 26]. Al usar esto herramienta estadistica, podemos optimizar
simultaneamente los niveles de variables independientes para la formulacién del
producto y la optimizacién del proceso; y la principal ventaja de RSM es reducir
el nimero de ensayos experimentales necesarios para evaluar multiples variables
y sus interacciones. Por lo tanto, es menos laborioso y lleva menos tiempo que

otras técnicas necesarias para optimizar un proceso [27-29].

Esta técnica se ha utilizado para diferentes procesos de optimizacioén en siste-

mas de nanoemulsiones alimentarias y farmacéuticas [25, 26, 30, 31].

El objetivo principal de este trabajo, utilizando RSM, fue formular una nueva
nanoemulsiéon de acido estearico con ingredientes GRAS para evaluar simulta-
neamente los efectos principales y los efectos de interaccion entre los factores
que incluyen el contenido de lipidos y surfactantes y el tiempo de sonicacién en
las propiedades fisicoquimicas de las nanoemulsiones de acido estearico. El estu-
dio sera util en la industria de alimentos y bebidas para disefiar un sistema coloi-

dal estable para la entrega de componentes bioactivos lipofilicos en los alimentos.
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2. Materiales y métodos

2.1 Reactivos quimicos

El 4cido estearico se us6 como nucleo lipidico (C, ;H, O,; PM = 284,5; p.f. =
09 ° C) y se adquiri6 en Sigma-Aldrich, EE. UU. El agente tensoactivo de calidad
alimentaria fue Tween® 80 (C_H,
tan, no i6nico; HLB = 15,0), se adquiri6 en Sigma-Aldrich, EE. UU. Se us6 agua
ultrapura de un sistema Milli-Q) en la preparacién de todos los experimentos a lo

O, ; polioxietilen (20) monooleato de sorbi-

largo del estudio.

2.2 Disefio compuesto central

Se utiliz6 un Disefio Central Compuesto (CCD) para determinar los efec-
tos de variables independientes: concentracion de acido estearico (4.0-7.0 %,
X1), concentracion de Tween 80 (0.1-2.0 %, X)) y tiempo de sonicacion (15-30
min, X3), asi como sus interacciones en el tamafo de particula (Y) de las na-
noemulsiones de acido estearico. Por lo tanto, se generaron un total de 20 co-
rridas experimentales basadas en el CCD, determinados por el uso del software
Design-Expert version 7.1.6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE. UU.). Con tres
variables independientes en cinco niveles para cada variable que implica 8 puntos
factoriales, 6 puntos axiales y 6 réplicas de puntos centrales. Los experimentos se
llevaron a cabo en orden aleatorio para minimizar los efectos de la variabilidad
inexplicada en las respuestas reales debido a factores extrafios [32]. Las variables
independientes, sus niveles codificados y el esquema de CCD se enumeran en la
Tabla 1y 2, respectivamente.

Se utiliz6 una ecuacioén polindmica de segundo orden para expresar el tamafio
de particula (Y) de las nanoemulsiones en funcién de las variables independientes
de la siguiente manera.

O
Y: §0+Zk:B1 Xi+ZkBii X12+Zk:Bl] Xi X|+8
i=1 i=1

BE

Donde Y representa la funcién de respuesta, B0 es la media general, 3, .y
Bii son los coeficientes de los términos lineales, cuadraticos e interactivos, res-
pectivamente. En consecuencia, X; y X, representan las variables independientes
codificadas, mientras que ¢ es el error. El método de minimos cuadrados (MLS)
se empled para analizar y ajustar todos los datos experimentales en la ecuacion
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Tabla 1. Niveles de variables establecidas independientes basadas en un disefio compuesto
central (CCD).

Variables Unidades Niveles Codificados
Independientes -1 0  +1 Axial () Axial (+a)
Acido Estearico X)) % p/p 4.0 55 7.0 2.98 8.02
Tween 80 (X)) % p/p 0.1 1.05 20 0.54 2.65
Tiempo de min 15 225 30 9.89 35.11
sonicacion(X)

Tabla 2. Esquema de un disefio compuesto central (CCD): independiente (Xi) y variable de

respuesta (Y]).
Variables Tamafo de particula (nm) Indice de

polidispersidad
Formulacién | X, | X, | X, expl?jr?(:ziales p:/zi(i)cr;is
F1 7.00 10.10[ 15.00 | | 356.30 £ 1.35¢ | 384.61 0.125 £ 0.04"
F2 4.00 [2.00]15.00 | | 270.10 £ 5.21 & [ 298.41 0.131 £ 0.02"
F3 7.00 10.10{30.00 | [ 372.47 £ 4.02% | 388.30 0.195 + 0.03¢"
F4 2.98 [1.05]22.50 | | 238.13 + 45.04" [ 206.91 0.603 + 0.05"
F5 4.00 [2.00]30.00 | | 354.90 £17.25¢ | 370.73 0.678 £ 0.08*
F6 5.50 |1.05]35.11 | | 497.53 £ 85.88"> | 481.15 0.597 £ 0.02"
E7 8.02 1.05[22.50 | | 469.73 + 54.59¢ | 438.51 0.581 + 0.12"
F8 7.00 2.00[15.00 | [277.07 £ 37.36""| 305.38 0.502 + 0.05<
F9 5.50 [1.05| 9.89 32527 £ 451 [ 279.21 0.297 £ 0.03 %
F10 4.00 [0.10]30.00 | | 775.47 £18.97* | 791.30 0.441 £ 0.06*
F11 5.50 10.55[22.50 | [ 555.30 = 75.39> | 356.16 0.750 + 0.06*
F12 7.00 12.00(30.00 | [ 244.23 + 4.36¢" | 260.06 0.366 + 0.02¢
F13 4.00 10.10]15.00 [ | 313.37 £ 32.02<% | 341.68 0.365 £ 0.02¢
F14 5.50 12.65]22.50 | | 432.87 £ 17.29< | 401.65 0.440 £ 0.07 %
*F15 5.50 [1.05[22.50 | [ 321.31 £ 52.46<" | 323.10 0.429 + 0.15%

X: concentracién de acido estearico, X,: concentracion de Tween 80, X.: tiempo de sonicacion.
Los datos de la variable de respuesta representan el promedio & desviacién estandar para cada
muestra. Diferentes letras de superindice en la misma columna indican significacion estadistica
(p < 0.05) segtn la prueba diferente menos significativa de Duncan. * Promedio de seis réplicas

en el punto central.
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polinomial de segundo orden. Se obtuvo un modelo reducido al eliminar los térmi-
nos no significativos (p < 0,05) del modelo inicial. Superficies de respuesta en 3D se
generaron a través de las ecuaciones polinémicas de regresion ajustadas para visuali-
zar mejor el efecto de interaccion de las variables independientes en la respuesta. Se
realizé una optimizacién numérica para obtener condiciones éptimas y predecir valo-
res para los objetivos de respuesta deseables utilizando un optimizador de respuesta.

2.3 Preparacion de nanoemulsiones de 4cido estedrico por cavita-
cion ultrasonica

Las nanoemulsiones se prepararon usando acido estearico como fase oleosa
dispersa y agua Milli Q como fase acuosa continua. El lipido se fundié primero
aproximadamente a 70 °C, la fase oleosa resultante se anadié luego a una fase
acuosa que contenfa Tween 80 como emulsionante para formar emulsiones, y
posteriormente se llevé a cabo un proceso de homogeneizacién usando un Ul-
tra-Turrax T-25 (IKA, Alemania) a 10.000 rpm durante 2 min. Las emulsiones
gruesas premezcladas se sometieron a continuaciéon a una segunda etapa de trata-
miento con ultrasonido mediante el procesador ultrasénico GEX500 (Sonics &
Materials Inc., EE. UU.). Al principio, la punta de la sonda con un diametro de 13
mm se sumergio en el centro de la emulsion gruesa y las vibraciones ultrasonicas
mecanicas en el sonotrodo se ajustaron a un 40 % de amplitud operativa para
iniciar el proceso de emulsificacion, diferentes tiempos de emulsificacion se rea-
lizaron de acuerdo a la Tabla 2, y todas las emulsiones formadas fueron del tipo
de aceite en agua. La sonda Sonicator, generé fuerzas disruptivas que redujeron
el diametro de la gota convirtiendo la emulsién gruesa en nanoemulsion. El calor,
que se genera durante el proceso de emulsificacién mediante un método de alta
energia como la emulsion ultrasonica, se reduce al colocar el recipiente en bafio

con hielo. Finalmente, se caracterizaron las nanoemulsiones formuladas.

2.4 Caracterizacion fisicoquimica de la nanoemulsion

2.4.1 Medzcion de pH. y conductividad

Los valores de pH de las dispersiones recién preparadas se midieron usando
un medidor de pH (510 pH Oakton, Malasia). LLa conductividad se midi6 utili-
zando el mismo equipo con un electrodo de plastico conductor calibrado con
solucion de KC1 0,01 M siendo la conductividad especifica (K) de 1413 uv cm’
a25*1°C
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2.4.2 Indice de blancura

El color de las nanoemulsiones se midié con un colorimetro Minolta CR-10
(Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japon) a temperatura ambiente. Se deter-
minaron los valores CIE L *, a * y b *, y se calcul6 el indice de blancura (IB) con
Eq. 2 [33].

IB =100 — (100 - L)* + (2> + b?)"* )

2.5 Medida del tamafio de particulas y del indice de polidispersidad (PDI)

El tamafio medio de particula (Z-average) y el Indice de Poli Dispersividad
(PDI) de las nanoemulsiones generadas se analizaron mediante Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Reino Unido) a una longitud de onda de 633 nm y un
angulo de dispersion de 173° a 25 °C. El valor del diametro promedio, se conoce
como el diametro hidrodinamico promedio ponderado de intensidad armonica
de las emulsiones y se consideré como tamafio de particula medio, mediante
dispersion de luz dinamica (DLS), que mide el movimiento browniano de las
particulas. El movimiento browniano depende del tamafio de particula y la vis-
cosidad del agente dispersante. Las muestras se prepararon diluyendo todas las
nanoemulsiones generadas con agua Milli-Q. La dilucién de las emulsiones se
realiza para purgar el efecto de viscosidad que surge debido a los ingredientes
(surfactante) y minimizar los maltiples efectos de dispersion. Todas las medicio-
nes se realizaron por triplicado. E1 PDI fue una medida adimensional de la distri-
bucién de tamafio calculado a partir del analisis acumulativo que va de 0 a 1. Un
pequeno valor de PDI indica una poblacién monodispersa mientras que un PDI
grande indica una distribucién mas amplia del tamafio de particula.

2.6 Potencial Zeta (ZP)

La carga eléctrica presente en la superficie de la particula es un parametro
util para predecir la estabilidad fisica de los sistemas coloidales y se midié utili-
zando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Las mues-
tras se diluyeron con agua Milli-Q antes de la mediciéon. Las muestras se inyec-
taron en una celda capilar plegada para la medicion de la carga. LLos valores de
ZP proporcionan informacion sobre las fuerzas de repulsion o atraccion entre

particulas en la emulsion.
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2.7 Crio - Microscopia Electronica de Transmision (Cryo-TEM)

Cryo-TEM se hizo con el fin de confirmar el tamafio de particula y caracterizar
la forma y estructura de las nanoemulsiones. Las muestras se congelaron con un
Cryoplunge 3 - Cp3 (Gatan, Inc. EE.UU.). La camara ambiental fue operada a 25
°Cy con un 73 % de humedad relativa. Las muestras se diluyeron en la propor-
cién de 10 pL de muestra y 990 pLL de agua destilada. Se aplico una gotita de la
nanoemulsiéon sobre una rejilla recubierta de carbéon Holey. Después de 30 s, la
suspension se seco durante 4,0 s con papel de filtro Whatman N° 1 utilizando el
instrumental, sensor de borrado e inmediatamente se sumergio en etano liquido
justo por encima de su punto de congelacion (-183 °C). Las muestras vitrificadas se
visualizaron a temperatura de nitrégeno liquido en un microscopio electronico de
transmision JEM-2100 (JEOL, EE. UU.) Operado a 80 kV, y para evitar la recris-
talizacion del hielo vitreo, la etapa frfa se mantuvo a menos de -170 °C durante la
observacion. Las micrografias adquirieron a una ampliacion nominal de 25,000x en
un desenfoque de -5760 nm y se capturaron con una camara UltraScan XP.

2.8 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando SAS (Statistical Analysis System
Version 9.0). Se aplicé el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) para de-
terminar la importancia de las diferencias entre los ensayos. Se aplicé una prueba
de Duncan media comparativa (p < 0,05) para establecer la importancia de las
diferencias entre cada grupo.

3. Resultados y discusion
3.1 pH, conductividad eléctrica y tension superficial

La caracterizacion fisicoquimica incluy6é medidas de pH, conductividad y in-
dice de blancura de todas las nanoemulsiones formuladas (Tabla 3). Los resul-
tados mostraron que los valores de pH de las formulaciones recién preparadas
disminuyeron a medida que aumentaba la proporcién de acido estearico en las
formulaciones (grafico 3). El analisis de varianza muestra diferencias significati-
vas (p < 0.05) en todas las muestras de emulsion.

La conductividad eléctrica de las nanoemulsiones se midié para determinar el
sistema de fase (o/w o w/0). Las nanoemulsiones de aceite en agua son altamente
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conductoras porque el agua es la fase continua que permite una mayor libertad de
movilidad de los iones. Por otro lado, el agua en los sistemas de aceite, donde el
agua esta en la fase interna, es menos conductora [1, 34, 35, 36]. A partir de los
valores de conductividad del Grifico 3, las formulaciones de nanoemulsién se
detectaron como nanoemulsiones de aceite en agua, en consecuencia, este para-

metro se vio afectado de forma inversa por la concentracién de aceite.

Los datos del indice de blancura, indicados en la Tabla 3, presentaron valores
que van desde 68.13 a 73.71. Por ejemplo, la formulacion F13 mostré el valor
mas bajo y F14 el valor mas alto. Estos resultados también se observaron me-
diante examen visual que muestra todas las nanoemulsiones en un aspecto lecho-
so blanco como se puede ver en la Figura 1. Sin embargo, las mediciones de W1
son significativamente diferentes (p < 0,05) dependiendo de la concentraciéon de
lipidos y tensioactivos empleados en su preparacion. La apariencia de la emulsion
esta determinada principalmente por la presencia de concentraciéon de aceite y
tamafio de particula, por lo tanto, parametros tales como el indice de refraccion
de fase continua y dispersa influyen directamente en las propiedades opticas de la
emulsion [37, 38]. El aspecto 6ptico de las nanoemulsiones es un factor impor-
tante a tener en cuenta para el desarrollo de nuevos productos. De esta manera,
las nanoemulsiones de acido estearico podrian ser adecuadas para incorporar en

productos alimenticios lacteos.
3.2 Ajuste del modelo de supetrficie de respuesta

Los valores de tamafio de particula de las nanoemulsiones de acido estearico
obtenidas de todos los experimentos se muestran en la Tabla 2. Los datos expe-
rimentales se usaron para calcular los coeficientes de la ecuacién polinémica de
segundo orden (Ec 3), que se usaron para predecir los valores del tamafo de las
particulas. Los valores predichos por el modelo estuvieron de acuerdo con los
resultados experimentales obtenidos a partir del disefio de RSM (Tabla 2).

)
Y = 124.40116 - 105.47138X - 1388.04743.X, + 56.32726X + 377.35753X, X,
-10.29352X X, - 28.59719X) X + 23.27982X?+ 570.02228 X2+ 0.35878X ?+
3.83965X, X, X, -22.22928X?X - 93.68520X, X

Dénde: Y es el tamano de particula (nm); X1, X2, X3 son 4cido estearico y con-
centracion de Tween 80, respectivamente, y X3 es el tiempo de sonicacion.



NANOEMULSIONES PARA LA ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

55

Figura 1. Aspecto 6ptico de las nanoemulsiones de acido estearico.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica de nanoemulsiones de acido esteatico.

Formulacién | pH Conductividad Indice de blancura
eléctrica (uS/cm)

F1 518 £0.01 ¢ 34.13 £0.06 * 70.22 £ 0.06 ¢
F2 4.84 £0.02¢ 26.73 £0.31¢ 72.97 £0.01 ¢
I3 5.04 £0.03¢ 14.90 £ 0.10™ 69.26 = 0.06 "
F4 4.88+0.03° 28.70 £ 0.20 ¢ 72.98 £ 0.06 ¢
F5 419 £0.02* 23.40 £ 0.20" 72.30 £0.17¢
F6 4.24£0.02 19.37 £ 0.15* 7239 £0.17 ¢
F7 4.25£0.02 20.03 £0.25 72.85+0.10 ¢
I8 4.00 £ 0.01" 20.97 £ 0.15' 73.18 £0.06 ¢
9 4.85+0.02% 31.07 £ 0.15°¢ 71.97 £ 0.09 *
F10 511 £0.01¢ 18.40 + 0.10! 69.26 £ 0.06 "
F11 524 +0.02° 19.47 £ 0.15* 68.61 £0.05'
F12 4.41 £0.02 32.00 £ 0.17° 7336 £ 0.11°
F13 5.29 £ 0.02* 13.00 £ 0.16" 68.13 £ 0.05
F14 4.63 £ 0.02" 29.80 £ 0.10¢ 73.54 £0.05*
*F15 4.64 £ 0.03" 27.34 £ 0.44° 7328 £ 0.13 >

Los valores experimentales son la media * desviacion estindar de cada muestra (n=3). Medias

con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05) de acuerdo a

la prueba de Duncan. *Promedio de las 6 repeticiones en el punto central.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré que el modelo polinémico cubico

resultante fue significativo, con una probabilidad de 0.03 % y representaba ade-

cuadamente los datos experimentales con un coeficiente de determinaciéon de

0.8820 (R?). El coeficiente de determinacién obtenido mostré que més del 88 %

de la variacion de respuesta en el tamano de particula podria describirse mediante

el modelo RSM como la funcién de las principales variables de preparacién de
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la nanoemulsion, y solo el 12 % de la variabilidad debe ser resultado de valores
atipicos no contabilizados (cambios en el comportamiento del sistema, error hu-
mano, error de instrumentacion, o simplemente a través de la desviacion natural
de una situacién estandar) [39]. Este modelo también mostr6 una falta de ajuste
estadisticamente no significativa (P = 0.4539) para el modelo final reducido. Esto
indica que el modelo de polinomio cubico obtenido fue adecuado para describir la
influencia de las variables independientes estudiadas sobre el tamafio de particula
de las nanoemulsiones de acido estearico. Los valores de la probabilidad a menudo
se utilizan para verificar el significado de cada uno de los coeficientes de regresion
de una ecuacién polinomial. Para cualquiera de los términos en el modelo, un gran
valor F y un pequeno valor P indicarfan un efecto mas significativo en la variable
de respuesta [40]. Por lo tanto, la variable con el mayor efecto sobre el tamafio de
particula de las nanoemulsiones de acido estearico fue el término lineal del tiempo
de sonicacion, seguido del término lineal de la concentracion de acido estearico.

3.3 Andilisis de superficie de respuesta

Para obtener una mejor comprension de los efectos de interaccion de las va-
riables sobre el tamafio de particula, se trazaron graficos de superficie tridimen-
sionales frente a dos variables independientes (acido estearico y concentracién de
Tween 80), mientras que otra variable (tiempo de sonicacién) se mantuvo en su
nivel (-1) inferior, (0) central y (+) superior. Los diagramas de contorno y supet-
ficie de la respuesta calculados (tamafio de particula) para las interacciones entre
las variables se presentan en la Figura 2A-C.

Como se ve en la Figura 2A, el aumento en el contenido de tensioactivo da
como resultado una reduccién del tamafo de particula de las nanoemulsiones.
De hecho, Mehmood [41] y Polychniatou y Tzia [42] sefialaron que con el aumen-
to de la concentracion de surfactante, el tamafo de particula disminuyé debido
a sus efectos sobre la tension interfacial de la mezcla aceite-agua. Rebolleda et
al. [43] también estudi6 el efecto del contenido de surfactante en el tamano de
particula. Afirmaron que un aumento del contenido de surfactante entre 1-7 % (p
/ p) da como resultado un tamafio de particula mas pequefio y podtia explicarse
por el papel del surfactante en la emulsion, ya que su concentraciéon determina
el area superficial total de la gotita, la velocidad de difusion y los fenémenos de
adsorcién en el surfactante sobre las gotitas recién formadas. Sin embargo, un
contenido excesivo de tensioactivo puede conducir a una menor velocidad de
difusién de los tensioactivos que puede dar lugar a un efecto opuesto, la coales-
cencia de las gotas de la emulsién [30].
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La Figura 2A-B demuestra que el tamano de particula aumenta con la concen-
tracion de acido estearico. Varios autores informaron el mismo comportamiento
para la investigacion de la fase oleosa sobre emulsificacion ultrasonica [26, 31].
Este efecto se debe probablemente a un aumento en la fase oleosa, el proceso de
disrupcion de las gotas se vuelve mas dificil debido a un aumento en la viscosidad
de la fase dispersa que conduce a un aumento en la resistencia al flujo y por lo
tanto la tasa de ruptura de gotitas es severamente restringido [22, 44].

El tiempo de ultrasonido es un parametro importante relacionado con el equi-
librio termodinamico en un sistema de nanoemulsion o / w y afecta la velocidad
de adsorcion de los surfactantes en la superficie de las gotitas y la distribucion del
tamafio de particula de las gotitas recién formadas. En el presente estudio, el tama-
fio de particula de las nanoemulsiones depende del tiempo de sonicacién ya que el
término lineal tiene un efecto principalmente significativo (p < 0.05). En tiempos
de sonicacion mas bajos (Figura 2A), el tamafio de particula permanece bajo, pero
a tiempos de sonicacién mas altos (Figura 2C) se observo un aumento significativo
en el tamafo de particula. En la mayorfa de los casos, el aumento de la amplitud
ultrasonica o el tiempo de irradiacion generalmente dieron como resultado una
reduccion en el tamafno medio de particula. En este caso, los resultados indican
claramente que al aumentar el tiempo de ultrasonido se produjo un aumento en
el tamafio de particula. Este comportamiento ha sido descrito en la literatura por
varios trabajos [30, 31, 43, 45, 46]. Esto podria atribuirse al efecto del procesamien-
to excesivo de la emulsificacién, que conduce a la coalescencia de las gotitas [18].
Otra explicacién posible se debe a un mayor tiempo de irradiaciéon ultrasonica,
se generan turbulencias locales intensas y un campo de flujo de cizalladura en las
proximidades de la sonda de micropunta y esta mayor fuerza turbulenta promueve
una mayor tasa de colision entre las gotitas. Por lo tanto, las gotas vecinas adyacen-
tes a la region de las fuerzas de radiacion acustica tienden a unirse y formar gotas de
emulsion mas grandes, lo que resulta en un aumento del tamafio de particula [31].

Las graficas de perturbacion muestran el efecto de cada uno de los factores en
un punto particular en el area del disefio de superficie de respuesta. En la Figura 3
se observa que los factores A (acido estearico) y C (tiempo de sonicacion) tienen
un efecto mas pronunciado que el factor B (Tween 80) sobre el tamafio de parti-
cula. Estudios previos ya han demostrado la influencia del tiempo de sonicacion
en el tamafio de particula [31, 43].

La funcién de conveniencia (desirability) del método es ampliamente usada
para la optimizacién de procesos con una o multiples respuestas. El software
Design Expert determina las condiciones que proporcionan la respuesta mas
conveniente dentro de los limites establecidos. Las selecciones de condiciones
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Figura 2. Graficas de curvas de nivel mostrando el efecto de la concentracion de acido estedrico
y Tween 80 sobre el tamafio de particula de las nanoemulsiones de dcido estedrico a diferentes
tiempos de sonicacion.

6ptimas se realizaron sobre la base de la funcién de deseabilidad. Los niveles de
ingredientes 6ptimos combinados para la respuesta con la deseabilidad maxima
(1.0) fueron 4.08 % para la concentraciéon de acido estearico, 1.22 % para Tween
80 y 19.18 minutos de tiempo de sonicacion. Sivakumar et al. [50] describen que
un valor de deseabilidad diferente de cero implica que todas las respuestas estan
simultaneamente dentro de un rango deseado, y para un valor de conveniencia
igual a 1 la combinacién de diferentes criterios es Optima. La respuesta (tamano
de particula) a este nivel fue de 198,46 nm (Figura 4).
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Figura 3. Grafica de perturbacién mostrando el efecto de las variables (4) concentracion de
acido estedrico, (B) concentracion de Tween 80 y (C) tiempo de sonicacion sobre el tamafio de

particula de nanoemulsiones de 4acido estearico.
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Figura 4. Graficas de conveniencia representando los valores predichos para obtener el tamafio
minimo de particula generada por el programa Design-Expert. Los contornos del verde a rojo
indican el minimo al maximo del valor de conveniencia y los contornos del verde al azul indican
el minimo al maximo del tamafio de particula de las nanoemulsiones de acido estearico. En el
recuadro se observan las concentraciones de proceso éptimas predichas para la concentracién
de 4cido estedtico (X)) y la concentracién de Tween 80 (X,).
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3.4 Indice de polidispersidad (PDI)
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El PDI es una medida adimensional de la amplitud de la distribucién del tama-
fio de particula y caracteriza la dispersion de los sistemas respecto a la desviacion
a partir del tamafo promedio, este puede variar entre 0 - 1. Los valores bajos
de PDI indican una distribucién monodispersa mientras que grandes valores de
PDI indican una amplia distribucién del tamafio de particula. Los valores de este
parametro deben ser lo mas bajos posible para lograr una mayor estabilidad de
las nanodispersiones a largo plazo [31].

Los valores de PDI obtenidos en este trabajo estuvieron entre 0.125 a 0.750
(Tabla 2). En este caso las muestras con valores de PDI mayores a 0.5 presentan
una distribucién amplia de tamafio de particula.

Sare Distnbution by Intensty

Sire (d.nm)

1000

10 100 1000

. W
10000

S -
10000

A) 7.0% acido
estearico
0.1% Tween 80
15 min tiempo de
sonicacion
PDI: 0.125

B) 7.0% 4cido
estearico
0.1% Tween 80
30 min tiempo de
sonicacion
PDI: 0.195

C) 4.0% 4acido
estearico
0.1% Tween 80
15 min tiempo de
sonicacion
PDI: 0.365

D) 4.0% acido
estearico
0.1% Tween 80
30 min tiempo de
sonicacion
PDI: 0.441

Figura 5. Graficas de distribucion de tamafio de particula expresadas en intensidad para las

nanoemulsiones de acido estearico seleccionadas.
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En la Figura 5 se presentan las graficas de distribuciéon de tamafio mostrando
el efecto de la concentracion de acido estearico y el tiempo de sonicacion, siendo
este ultimo el principal factor que afecta este parametro. Se observaron valores
bajos de PDI en tiempos de sonicacion bajos (Figuras 5A y B). El aumento del
tiempo de ultrasonido llevarfa a un aumento en PDI (Figuras 5C y D) porque
promueve una alta tasa de coalescencia que da como resultado un gran tamafio
de particula, este fenémeno contribuy6 a un alto indice de polidispersidad. No
existen suficientes estudios que reporten el efecto del proceso ultrasénico sobre
el PDI. Sin embargo, a manera de comparacion algunas investigaciones previas
empleando la emulsificacién a alta presion han reportado que un incremento en
la presién de homogeneizacion resulté en un aumento del PDI de las nanoemul-
siones preparadas [32, 47-49].
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