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Resumen y Abstract IX

RESUMEN

En la presente investigacion se estudia el método emulsificacion-difusion con el
proposito de determinar la influencia tanto de los materiales de partida como de
las condiciones de preparacion, sobre el tamafio y el potencial zeta de particulas
lipidicas. En términos generales, la naturaleza y la concentracion del lipido
utilizado determinan el tamafio y el potencial zeta de las particulas. Asi, los
mejores resultados se presentan al utilizar como lipido diestearato de glicerilo,
cuyas particulas exhiben tamafios inferiores a 200 nm y potenciales zeta
cercanos a los -12.7 mV. Otros lipidos, como el alcohol estearilico y el acido
esteérico, aunque permiten la formacién de las particulas, presentan indices de
polidispersidad elevados. Por el contrario, la naturaleza de los solventes
organicos tiene influencia significativa en el tamafio pero no en el potencial zeta,
de particulas preparadas a partir de diestearato de glicerilo. Al evaluar otros
materiales lipidicos, la naturaleza del solvente organico no determina las
propiedades de las particulas. El estudio con diferentes agentes estabilizantes
evidencia que los tensioactivos no idnicos son los adecuados para la preparacion
de las particulas y que la concentracion de dicho agente estabilizante puede
afectar el tamafio de la particula sin lograr cambios significativos en el potencial
zeta. Los tensioactivos iénicos no permiten la formacién de particulas lipidicas
por este método. En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio son
analizados considerando los parametros de solubilidad de Hildebrand y algunas
propiedades fisicoguimicas de los materiales de partida. Desde este punto de
vista, la afinidad quimica entre los compuestos parece determinar el tamafio de
las particulas y la tension superficial del solvente organico, asi como su

solubilidad en agua se identifican como las propiedades fisicoquimicas que
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podrian determinar la formacién de las particulas. De otro lado, segun los
resultados relacionados con la influencia de las condiciones operacionales del
proceso de preparacion, la formacion de las particulas parece estar gobernada
por las variables que determinan la eficiencia de la emulsificacion y no por
aguellas relacionadas con la etapa de difusion. Si se tiene en cuenta que en la
literatura cientifica proponen dos mecanismos de formacion de las particulas por
este método, uno basado en el efecto Gibbs-Marangoni y otro en el que cada
gota de emulsion da origen a una particula, la evidencia experimental obtenida en
la presente tesis, sugiere que este Ultimo podria ser el mecanismo que predomina
cuando se separan particulas sélidas lipidicas por el método de emulsificacion-

difusion.

Palabras clave: Emulsificacion-difusion, particula lipidica, tamafio de particula,

potencial zeta, nanoparticula.
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ABSTRACT

This research work investigates the emulsification-diffusion as method for
preparing lipid nanoparticles. In this way, the influence of the starting materials
and of the operating conditions related to the preparation on the size and the zeta
potential of the particles are systematically evaluated. In general terms, the nature
and the concentration of the lipid are the main factors determining the size and the
zeta potential of the particles. Thus, the best results are from glyceryl distearate
rendering particle sizes less than 200 nm and zeta potential around of -12.7 mV.
Other lipidic materials investigated such as stearyl alcohol and stearic acid lead to
the formation of particles, however high polydispersity indices are obtained. In
contrast, the nature of the organic solvents has a significant influence regarding
the size of the particles obtained from glyceryl distearate, but not on their zeta
potential. The organic solvent nature has not influence on size and zeta potential
of particles prepared by using other lipidic starting materials. Results obtained
when different stabilizing agents are used evidence that no-ionic surfactants are
appropriate for the particle preparation and the used concentration governs the
particle size. lonic surfactants do not lead to the particle formation. One
explanation of these results is proposed from the Hildebrand solubility parameters
and some physicochemical properties of the starting materials. Then, it seems that
the chemical affinity determinates the particle size and the surface tension of the
organic solvent and its water solubility are the most important physicochemical
properties influencing the particle formation. On the other hand, according to the
results from the study of the operating conditions, the particle formation is perhaps

governed by the operating variables influencing the emulsification efficiency but
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not by those related to the diffusion stage. Bear in mind that reported research
works propose to mechanistic approaches regarding the particle formation via this
technique, the first one based on the Gibbs—Marangoni phenomenon and the
second one considering that each particle is obtained from a droplet of the
emulsion, the experimental evidence obtained in this work suggests that the last
mechanistic approach predominates when solid lipid particles are prepared by the

emulsification-difussion method.

Keywords. Emulsification-difussion, Lipid particle, particle size, zeta potential

nanoparticle.
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INTRODUCCION

La tecnologia a escala nano ofrece multiples oportunidades en la creacion de
productos con funciones y caracteristicas novedosas. Esto ha permitido dar
solucién a diferentes problemas tecnoldgicos, convirtiéendose en una de las
principales fuentes de innovacion, lo que se ve reflejado en una inversion que
para el afio 2008 fue de 15 billones de dodlares en todo el mundo (Roco, 2011;

Institute of Nanotechnology, 2013).

Para el caso particular de las industrias farmacéutica y cosmética, la
nanotecnologia ha surgido como una estrategia para el transporte de moléculas
activas que permiten modificar algunas de sus propiedades fisicoquimicas,
ademas de obtener comportamientos de liberacién especificos y una accion
dirigida al o6rgano blanco. Dentro de estos se encuentran, entre otros, los
liposomas, los niosomas, las nanoparticulas poliméricas y las particulas lipidicas

(Lipid particles - LP), las que constituyen el objeto de estudio de la presente tesis.

Las primeras investigaciones acerca de la aplicacion de particulas lipidicas en el
disefio de medicamentos y cosmeéticos fueron reportadas a principios de la
década de los noventa (Gasco, 1993; Lucks y col,. 1993). Desde entonces, los
resultados obtenidos han sido prometedores y constituyen una alternativa frente a
los sistemas convencionales de liberacion de moléculas tales como los
liposomas, las nanoparticulas poliméricas y las emulsiones (Schwarz y col.,
1994). Investigaciones desarrolladas durante los ultimos afios continuan
demostrando su gran potencial, considerando el bajo costo de los materiales de
partida (Battaglia y col., 2012), su baja toxicidad (Muller y col., 1996; Mller y col.,

1997) y la facilidad de escalamiento a nivel industrial (Mdller y col., 2000; Dingler
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y col., 2002; Shegokar y col., 2011). En efecto, a nivel mundial diferentes grupos
de investigacion trabajan la aplicacién de las particulas lipidicas por rutas de
administracion tales como la parenteral (Wissing y col., 2004; Blas y col., 2007;
Zara y col., 2002), la peroral (Priano y col., 2007; Luo y col., 2006), la topica
(Schlupp y col., 2011; Gonzélez y col., 2011; Lippacher y col., 2001), la ocular
(Cavallia y col., 2002; Luo y col., 2011) y la pulmonar (Grenha y col., 2008;
Nassimi y col., 2010; Liu y col., 2008). Igualmente, la investigaciébn sobre este
tema se ha enfocado en el desarrollo de productos cosméticos (Pardeike y col.,
2009; L’Oréal, 2010; Hommoss, 2009).

En Colombia, las investigaciones en este campo son incipientes. En nuestro
conocimiento, hasta el momento han sido reportados unos pocos trabajos acerca
de la preparacion y caracterizacion de particulas lipidicas, dentro de los que se
destaca la evaluacion de microparticulas conteniendo aceite esencial de cidrén y
su potencial aplicacion en la industria agroquimica (Gordillo, 2012). Igualmente se
han reportado investigaciones acerca de la influencia del material lipidico en el
tamafio de las particulas obtenidas (Guzméan, 2013) y la encapsulacién de

moléculas activas, especificamente quercetina (Martinez, 2014).

Aungue existen diferentes métodos para la elaboracion de particulas lipidicas, la
emulsificacidon-difusion resulta ser uno de los mas asequibles en el Departamento
de Farmacia, por lo que fue seleccionado para el desarrollo de la presente
investigacion. Inicialmente, los trabajos de Trotta y col. (2003) y de Quintanar y
col. (2005), plantearon la adaptacion del método de emulsificacion-difusion como
una alternativa para la elaboracion de particulas lipidicas. En adicion, el trabajo
de Quintanar y col (2005) ha realizado algunas aproximaciones acerca de los
aspectos mecanisticos relacionados con la formacién de este tipo de particulas
por este método, lo que resulta fundamental para su formulacion y aplicacién en

el desarrollo de productos que las contengan.
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Como un aporte para lograr el entendimiento de los aspectos fisicos y
fisicoquimicos propios de los sistemas lipidicos nanoparticulados, la presente
tesis desarrolla un estudio sistematico acerca de la influencia sobre el tamafio y el
potencial zeta de las particulas lipidicas, de las variables asociadas tanto a la
formulacion como al proceso de preparacion. El analisis de los comportamientos
observados se ha realizado desde el punto de vista del posible mecanismo de
formacion de la particula, haciendo énfasis en las interacciones moleculares entre
los materiales de partida y el efecto de las variables de proceso. Es el interés
aportar evidencia experimental que permita entender los factores que determinan
el disefio y la preparacion de particulas lipidicas y que como consecuencia,
inciden en su formulacion cuando se pretende su incorporacion en productos
farmacéuticos y cosméticos. De esta forma, se busca sentar bases sélidas para
llevar a cabo procesos de transferencia de este tipo de tecnologia en los que la
Universidad apoye al sector industrial en el desarrollo y fabricacion de productos
innovadores y atractivos en términos de los beneficios que pueden lograrse como

portadores de moléculas activas.
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JUSTIFICACION

El interés en los ultimos afios por el desarrollo de las particulas lipidicas y la
incursion de productos en el mercado que las incorporan en su formulacion,
demuestra el futuro potencial de estos sistemas en el transporte de moléculas
activas. No obstante, los procesos relacionados con la encapsulacion no se han
logrado elucidar completamente, lo que hace pertinente avanzar en
investigaciones desde un punto de vista fisicoquimico, que contribuyan en el
entendimiento sobre cédmo se forman estos sistemas. Esto facilita su disefio
racional, especificamente en lo que corresponde a la seleccion tanto de los
materiales de partida como de las metodologias y condiciones de proceso

apropiadas para su elaboracion.

Aungue el método de emulsificacion-difusion ha sido utilizado para la elaboracion
de particulas poliméricas, los trabajos de Trotta y col. (2003) y de Quintanar y col.
(2005) plantearon por primera vez su adaptacion para la elaboracién de particulas
lipidicas. Teniendo en cuenta la practicidad de este método y que pueden
emplearse materiales de partida reconocidos como seguros para uso en la
formulacién de medicamentos y cosméticos, en el Grupo de Investigacién en
Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos — GIDECA, del
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, ha surgido
el interés por adelantar investigaciones conducentes al desarrollo de productos
innovadores que incorporen esta tecnologia. Los resultados obtenidos hasta el
momento son de caracter exploratorio y evidencian la influencia del material

lipidico en el tamafio de las particulas (Guzman, 2013). Igualmente, se ha
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demostrado que este tipo de particulas permite modular la liberacion de activos,

especificamente la quercetina (Martinez, 2014).

Sobre esta base, la presente tesis busca profundizar en los aspectos
mecanisticos asociados a la formacion de las particulas, con el propdsito de
aportar evidencia y elementos de juicio para la toma de decisiones respecto a su
formulacion y a su aplicacion como transportadores de moléculas activas. Estas
investigaciones, que se reconocen de crucial importancia para el disefio racional
de este tipo de particulas y para la transferencia de esta tecnologia al &mbito
industrial, ain son escasas en la literatura cientifica. Solamente se dispone de los
trabajos publicados por Quintanar (2005), en los que se propone la formacion de
las particulas considerando los mecanismos sugeridos para particulas
poliméricas. De acuerdo con esto, se espera que el presente trabajo contribuya al
entendimiento de los sistemas particulados lipidicos y por consiguiente, sea un
punto de partida para la implementacion de esta tecnologia en el desarrollo de

medicamentos y cosméticos en Colombia.
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MARCO TEORICO

La investigacion acerca de particulas lipidicas inicié en los afios noventa con el
objetivo de obtener sistemas transportadores de moléculas activas alternativos a
los liposomas y a las particulas poliméricas (Gasco, M. y col., 1992; Siekmann y
col.,, 1992; Miller y col., 1995). Debido a su naturaleza lipidica este tipo de
transportadores demostrd gran versatilidad para la encapsulacion de moléculas
altamente lipofilicas, las que en su mayoria corresponden a aquellas moléculas
de interés farmacéutico y cosmético y que precisamente por su naturaleza
hidrofobica, representan uno de los mayores desafios en el desarrollo de
productos que las contienen. Con el tiempo, el interés por la investigaciéon sobre
particulas lipidicas ha incrementado debido especialmente a la biocompatibilidad
y biodegradabilidad de los materiales que se emplean (Souto y col., 2009) y a que
permiten modular la liberacién de los activos (Battaglia y col., 2012). En adicion,
los métodos empleados para su preparacion son viables a la escala industrial
(Shegokar y col., 2011). A la fecha se han desarrollado investigaciones en las que
se estudian las aplicaciones terapéuticas de las particulas lipidicas como
transportadores de agentes anticancerigenos (Zara y col., 2002; Serpe y col.,
2004), como sistemas para la liberacion de farmacos en tejido pulmonar
(Chattopadhyay y col., 2007), como medio para acceder al sistema nervioso
central (Blas y col., 2007) o para la administracion topica de moléculas activas
(Pardeike y col., 2009). Igualmente se ha investigado sobre la encapsulacién de

péptidos y proteinas (Trotta y col., 2005; Almeida y col., 2007).
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1.1 Definicién y tipos de particulas lipidicas

De forma general, las particulas lipidicas se definen como matrices sélidas
lipidicas donde pueden ser incorporadas moléculas activas (Miller y col., 2011).
Estas particulas son preparadas haciendo uso de los principios fisicoquimicos y la
tecnologia disponible para elaborar emulsiones del tipo aceite en agua. No
obstante, los lipidos utilizados permiten lograr una estructura solida a temperatura
ambiente, la que corresponde a la particula lipidica y al interior de la cual se
incorporan las moléculas activas que pretenden ser encapsuladas. Asi, en la
practica, para obtener particulas lipidicas conteniendo moléculas activas, se
prepara una fase lipofilica liquida que incorpora el activo disuelto en lipidos
sélidos fundidos o mezclas de lipidos sélidos fundidos y lipidos liquidos.
Posteriormente, mediante algin sistema de homogenizacién, dicha fase lipofilica
se dispersa en una fase acuosa que generalmente contiene un agente
estabilizante que facilita la formacion de una emulsion del tipo aceite en agua.
Luego, se induce la precipitacién del lipido, es decir la formacion de las particulas,
modificando las condiciones del proceso por ejemplo mediante cambios de
temperatura o de composicién del sistema (Lourdes y col., 2008; Miller y col.,
2011). En esta etapa, la presencia del agente estabilizante en la fase acuosa

evita la agregacién de las particulas formadas (Hommoss, 2009).

Las particulas obtenidas exhiben tamafios que varian desde los 50nm hasta los
1000 nm, es decir a escalas nano, submicro o micro (Battagliay col., 2012), lo que
depende del método y de los materiales de partida empleados. Igualmente, los
materiales y los métodos determinan si la estructura de las particulas
corresponde a particulas lipidicas, a transportadores lipidicos estructurados o a

conjugados lipido-farmaco (Mdller y col., 2011; Battaglia y col., 2012).
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Teniendo en cuenta que las particulas lipidicas se forman a partir de lipidos
sélidos, presentan desventajas dentro de las que se destacan la formacion de
agregados (Surajit D. y col., 2012) su tendencia a la gelificacion (Westesen, K. y
col., 1997; Helgason y col., 2008), las transiciones polimorficas (Helgason y col.,
2008) y la capacidad de carga limitada asociada a la estructura cristalina del
lipido sélido (Bunjes H. y Col., 1996; Freitas y col., 1999). Igualmente, son
frecuentes los problemas relacionados con la estabilidad durante el
almacenamiento, en especial por la expulsién del activo encapsulado, lo que es
debido a la estabilizacion de la estructura cristalina (Freitas y col., 1999; Muller y
col., 2002). Como se observa en la Figura 1-1, en la preparacion de las particulas
lipidicas los lipidos solidos que conforman la matriz cristalizan en diferentes
estructuras, principalmente en un estado a altamente energético y en un estado B
caracterizado por una baja energia (Muller y col., 2002; Jores y col., 2003).
Durante el almacenamiento, la estructura de las particulas tiende a estabilizarse
pasando a un estado de baja energia, por lo tanto las imperfecciones creadas en
un principio por la presencia de cristales a, con el tiempo tienden a la formacién
de cristales B. Bajo estas circunstancias el empaquetamiento es mas ordenado,
reduciendo el nimero de imperfecciones de la red cristalina, generando asi la

expulsion de los principios activos. (Figura 1-1).

Como una alternativa para solucionar estos inconvenientes se desarrollaron los
transportadores lipidicos nanoestructurados (Nanostructure lipid carrier—NLC) en
los que se incorporan lipidos liquidos en la matriz lipidica y en los que el activo
debe ser soluble (Muller y col.,, 2011). Esto permite aumentar el grado de
imperfecciones de la matriz, mejorando la capacidad de carga y evitando la
expulsion del principio activo durante el almacenamiento (Mduller y col., 2002;
Hommoss., 2009).

Por udltimo, debido a la dificultad de las particulas lipidicas solidas y de los
transportadores lipidicos estructurados para encapsular moléculas hidrofilicas, se
desarrollaron los conjugados lipido-farmaco, por ejemplo, mediante la

esterificaciéon del farmaco con un &cido graso. A partir de dichos conjugados se
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obtienen particulas utilizando metodologias ya desarrolladas para la elaboracion

de particulas lipidicas (Battaglia y col., 2012).

Figura 1-1: Representacién esquematica de una particula lipidica (LP), un transportador
lipido nanoestructurado (NLC) y la liberacion no controlada del principio activo por
cristalizacion de la matriz solida en una particula lipidica.

Lipidos Principio activo

Estabilizante

L
o
b Cristalesa y B,
_ s, porefecto del
-, Cristales aceite

1.2 Emulsificacion-difusion como método para la elaboracion de
particulas lipidicas

Independiente del tipo de particula lipidica los métodos empleados para su
preparacion son similares a los utlizados para el desarrollo de particulas
poliméricas (Tabla 1-1). Dentro de ellos se destacan la homogenizacion a altas
presiones en caliente o en frio, debido a que han sido hasta el momento los méas
empleados, principalmente por la facilidad de escalamiento a nivel industrial
(Muller y col.,, 2002; Pardeike y col, 2009). Para la presente tesis se ha
seleccionado el método de emulsificacion-difusion, que ha sido empleado para la

elaboracién de particulas lipidicas conteniendo principios activos, incluso de
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naturaleza hidrofilica como es reportado por Trotta y col. (2005), quienes

obtuvieron eficiencias de encapsulacion de insulina hasta del 80% (Tabla 1-2).

Tabla 1-1:

Métodos reportados en la literatura para la preparacion de particulas lipidicas.

Método Referencia
Homogenizacion a altas presiones en caliente (Mdiller y col., 2002)
Homogenizacién a altas presiones en frio (Pardeike y col., 2009)
Emulsificacion—difusion (Quintanar y col., 2005)
Ultrasonicacidon-homogenizacién a altas velocidades (Hou y col., 2003)
Emulsificacion-evaporacion (Siekmann y col., 1996)
Microemulsificacion (Gasco, 1993)

Fluidos supercriticos (Salmaso y col., 2009)
Secado por aspersion (Mighi y col., 2006)
Doble emulsificacion (Saraf y col., 2006)
Método de dispersion fundida (Melting dispersion method) (Reithmeier y col., 2001)
Método de contactor de membrana (Charcosset y col., 2005)
Nanoprecipitacion (Inyeccion de solvente) (Schubert y col., 2003)

En la Figura 1-2 se sintetiza el procedimiento para la preparacion de particulas
lipidicas por el método de emulsificacion-difusion. Como se observa, se requieren
dos fases, una organica y otra acuosa. La fase organica se prepara a partir de un
solvente organico parcialmente miscible en agua, en el que se disuelven los
materiales lipidicos y las moléculas activas (Quintanar y col., 2005). Algunos de
los solventes utilizados son acetato de etilo, metil etil cetona, acetato de metilo,
acetato de isopropilo y alcohol bencilico (Tabla 1-2). La fase acuosa consiste en
una dispersion de un agente estabilizante como el poloxadmero o el alcohol
polivinilico. Previo a la preparacién de las fases organica y acuosa, el solvente
organico y el agua deben saturarse mutuamente lo que permite alcanzar el
equilibrio termodinamico de ambos liquidos y gracias a lo cual, al mezclar la fase
organica con la fase acuosa es posible la formacion de una emulsion del tipo
aceite en agua utilizando un sistema de agitaciéon de elevada fuerza de corte.

Posteriormente, la emulsién formada es diluida en una cantidad de agua que
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asegure la disolucién de todo el solvente organico utilizado, lo que permite su
difusion desde el interior de las gotas de fase organica dispersa hacia la fase
continua. Esto genera una condicion de insolubilidad para el lipido y como
consecuencia, su solidificacion formando las particulas lipidicas. Finalmente, el

solvente organico es eliminado por destilacion al vacio o liofilizacion.

Figura 1-1: Representacion esquematica del método de emulsificacion-difusion para la
preparacion de particulas lipidicas.

FASE ACUOSA FASE ORGANICA

Agua saturada con el Solvente organico

solvente organico. saturado con agua.
Agente estabilizante. Lipido

Emulsificacion (homogenizacion
a altas velocidades)

}

Emulsiéon O/W

Etapa de dilucién
Adicién de agua

¥

Particulas lipidicas en
suspension diluidas

I
Evaporacion bajo presion reducida

l

Particulas lipidicas en
suspensién concentrada

Se han postulado dos mecanismos para explicar la formacién de las particulas
lipidicas por el método de emulsificacion—difusion y que en esencia corresponden
a los mismos propuestos para la formacion de particulas poliméricas por este
método (Quintanar y col., 1998; Moinard y col., 2008). El primero se fundamenta
en el efecto Gibbs—Marangoni, que sugiere que al momento de diluir la emulsion,

a partir de cada gota de fase organica dispersa se generan varias goticulas de
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menor tamafio debido a su fragmentacion progresiva a causa de la diferencia en
las tensiones superficiales entre el solvente organico y el agua. Dicha diferencia
de tensiones superficiales hace que el solvente de menor tension superficial
(solvente organico en este caso), penetre en el solvente de mayor tension
superficial (agua), generando una turbulencia que fracciona la fase organica en
multiples gotas. Cuando el punto maximo de fragmentacion es alcanzado, el
solvente organico contenido en las gotas de fase organica difunde libremente
hacia el agua gracias a su solubilidad. Como el material lipidico se encuentra
disuelto en el solvente organico, al momento de presentarse la difusion del
solvente estos lipidos se encuentran en un medio en el que ya no son solubles y
por lo tanto se produce su solidificacion en forma de particulas (Quintanar y col.,
2005; Mora y col., 2011).

De otro lado, Moinard y col. (2008) sugieren que la formacion de las particulas por
el método de emulsificacion—difusion ocurre a través de la fragmentacion de la
fase dispersa por efecto de la elevada fuerza de corte utilizada en la etapa de
emulsificacién y la posterior difusion del solvente organico hacia la fase acuosa.
Asi, cada gota de emulsibn da origen a una particula cuyo tamafio es
determinado por las condiciones de emulsificacion, tales como la velocidad y el
tiempo emulsificacién, asi como la naturaleza del agente estabilizante (Mora y
col., 2011).

Teniendo en cuenta los materiales de partida y la tecnologia empleada en el
meétodo de emulsificacion-difusion, este presenta ciertas ventajas con respecto a
los otros métodos para la preparacion de particulas lipidicas. Por ejemplo, aunque
como se ha mencionado, la homogenizacion a elevadas presiones (en caliente o
en frio) que es el método mas utilizado (Montafio, 2012), requiere la fusion de los
materiales lipidicos a temperaturas superiores a sus puntos de fusion para facilitar
la incorporacién del activo. Bajo esas condiciones, los lipidos, el activo y otros
materiales (e.g., los estabilizantes) pueden sufrir degradacion. Ademas, el
proceso de homogenizacion puede producir un aumento adicional de la

temperatura del sistema, lo que hace necesario un sistema de refrigeracion
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(Quintanar 'y col.,, 2005). Respecto al método de ultrasonicacion vy
homogenizacién a altas velocidades, se ha reportado que la reduccion del tamafio
de particula no es eficiente, produciendo particulas con rangos de tamafio
bastante amplios que pueden dar lugar a inestabilidades fisicas durante el
almacenamiento. Aunque esto se puede corregir adicionando elevadas
concentraciones de surfactantes, es necesario considerar las implicaciones
toxicologicas que esto conlleva. Adicionalmente, otra de las desventajas de este
meétodo es la posible contaminacion por metales (e.g., titanio) y un incremento de
la temperatura del sistema (Quintanar y col., 2005). En cuanto al método de
emulsificacién-evaporacion del solvente, el uso de solventes clasificados por la
guia ICHQ3C (R5) (ICH, 2011) como clase 2 (solventes toxicos como
diclorometano o acetonitrilo), puede resultar en serios problemas de toxicidad,
principalmente en el desarrollo de productos para administracion parenteral
(Quintanar y col., 2005). De otro lado, el método de microemulsificacion presenta
principalmente dos inconvenientes. El primero es que necesita que el material
lipidico esté fundido durante la formacién de la microemulsién y el segundo es la
elevada concentracion de agentes surfactantes y co-surfactantes (Trotta y col.,
2003).

1.3 Materiales de partida para la elaboracién de particulas lipidicas por
el método de emulsificacion—-difusion

El estudio acerca de los materiales utilizados para la elaboracién de particulas
lipidicas ha sido objeto de varias investigaciones en las que se trabajan
especialmente materiales lipidicos que sean tanto biocompatibles como
biodegradables, con la capacidad de transportar y liberar una gran variedad de
moléculas activas a través de diferentes vias de administracion (Muller y col.,
1996; Miglietta y col., 2000; Weyhers y col., 2006; Harshad y col., 2011; Silva y
col., 2011; Yang y col., 2012; Qi y col., 2012; Weber y col., 2014). Normalmente
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se emplean materias primas reconocidas como seguras (GRAS, Generally

Recognized as Safe) (Hommoss, 2009).

Como se reporta en la Tabla 1-2, cuando el método de emulsificacion—difusion es
utilizado para la preparacion de particulas lipidicas, los materiales esenciales son
lipidos solidos y liquidos (aceites) que conforman la matriz, estabilizantes,
solventes organicos y agua (Montafio, 2012). El término lipido se utiliza con un
sentido amplio, pueden ser de origen natural, semisintético o sintético e incluye
triglicéridos como la triestearina (Salminen y col., 2014), glicéridos parciales como
el monoestearato de glicerilo (Trotta y col., 2003), acidos grasos como el acido
esteéarico (Qiang y col., 2005), esteroles como el colesterol (Yung y col., 2014) y
ceras como la cera de abejas (Tan y col., 2014) y la cera carnauba
(Kheradmandnia y col., 2010; Finke y col., 2013). En la actualidad se prefieren
combinaciones de &acidos grasos naturales con lipidos sintéticos para mejorar el
comportamiento de la matriz, optimizando las propiedades de encapsulacién y
evitando la liberacion no controlada de los principios activos (Lourdes y col.,
2009).

Para la seleccién de los agentes estabilizantes se deben considerar la via de
administracion y las propiedades fisicoquimicas de los compuestos que van a ser
encapsulados (Lourdes y col., 2009). Su concentracion ha demostrado tener
incidencia en la estabilidad del sistema y en la eficiencia de encapsulacion de
activos. Asi, un aumento en la proporcion de agentes estabilizantes puede
favorecer la formacion de particulas mas estables retardando el tiempo de
aparicion de las transiciones polimérficas de los materiales que conforman la
matriz sélida. Igualmente, puede disminuir la agregacion de las particulas. No
obstante, el aumento en las concentraciones del sistema estabilizante reduce la
cantidad de activo atrapado y podria generar posibles eventos de toxicidad
(Rosenblatt y col., 2009; Miller y col., 2011). Normalmente la preparacién de
particulas lipidicas se puede realizar utilizando unicamente agentes estabilizantes
de naturaleza hidrofilica como polivinilpirrolidona (Quintanar y col.,, 2005),

poloxamero 188 (Quintanar y col., 2005), alcohol polivinilico (Urban y col., 2010),
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polisorbato 80 (Trotta y col.,, 2003). Sin embargo, algunos investigadores
recomiendan el uso de surfactantes lipofilicos como fosfolipidos (Trotta y col.,
2003; Trotta y col.,, 2005; Shah y col., 2007; Battaglia y col.,, 2007),
Taurodeoxicolato de sodio (Trotta y col., 2003) y Colato de sodio (Trotta y col.,
2003).

Dentro de los solventes orgénicos, la literatura reporta ésteres como acetato de
etilo (Quintanar y col., 2005), acetato de metilo (Quintanar y col., 2005), acetato
de isopropilo (Quintanar y col., 2005) y lactato de butilo (Trotta y col., 2003), cuya
seleccidon debe atender consideraciones de seguridad si se pretende el uso de las
particulas en el desarrollo de medicamentos o cosméticos. Es de destacar que
algunos trabajos han utilizado acido isovalérico, especificamente cuando se
pretendia la encapsulacion de moléculas hidrofilicas (Battaglia y col., 2007).
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Tabla 1-1:

Ejemplos de materiales de partida empleados para la elaboracién de particulas lipidicas por el método de emulsificacion-difusion.

Fase organica

Agente estabilizante Fase de

dilucién

Condiciones de trabajo

Tamafio de
particula (nm)

Potencial zeta

(mv)

Eficiencia de
encapsulacion

Referencia

Lipido solido Solvente Otros Emulsificacion Difusion
organico (%)
GMS (2.5-10%) BA Epikuron 200 Agua 12000 rpm, 1 min  Agitacion 205-295 (-20)-(-37) NA (Trotta y col., 2003)
BL Polisorbato 80 constante
TDC 60 min
CA
Oramix CG - 110
Compritol®ATO 888  EtAc PVP Agua (160 ml) 1800 rpm, 10 min Agitacion 171-385 NR NA (Quintanar y col., 2005)
Geleol® MEK PLX constante
Gelucire ® 44/14 MetAc PLX-407
Gelucire ® 50/13 IsoAc Polisorbato 80
BSA
PVA Mw 26 KDa
GMS IVA Insulina Epikuron 200 Agua (50 ml) 15000 rpm, 1 min  NR. 375-1138 (-9)-(-45) 48-66 (Trotta y col., 2005)
GMS-Cho (9:1) TDC (HP) 5000 PSI, 1
min
GMS BA Tretinoina Polisorbato 80 Agua 3000 rpm, 1 min  Agitacion 317-520 NR 48.9 (Shahy col., 2007)
Compritol® ATO 888 Epikuron 200 constante
Cutina ® CBS

Dynasan ® 116

(Continda)
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Tabla 1-2:
Ejemplos de materiales de partida empleados para la elaboracién de particulas lipidicas por el método de emulsificacion-difusion.
(continuacion).

Fase organica Agente estabilizante Fase de Condiciones de trabajo Tamafio de Potencial zeta Eficiencia de Referencia
Lipido sélido Solvente Otros dilucién Emulsificacion Difusion particula (nm) (V) eoncapsulacmn
orgénico (%)
GMS IVA Insulina Lecitina Agua (50 ml) 15000 rpm, 1 min  NR. 375-1138 (-9)-(-45) 48-66 Battaglia y col., 2007)
GMS-Cho (9:1) Epikuron 200 (HP) 5000 PSI, 1
TDC min
Softisan® 601 BA Etopésido Polisorbato 20 Solucién 2500 rpm, 1 min  NR 233 NR 66 (Fernandes y col., 2013) '
salina 0.9%
Dynasan ® 114 BA Ropinirol PLX Agua 600 rpm, 30 min  Agitacion 180-270 (-16)-(47) 55-65 Pardeshiy col., 2013)
Esterilamina Phospholipon ® 90 (HP) 8000 PSI, 1 mecanica

min (9 ciclos)

Compritol®AT 0888 EtAc Ciclosporina  PVA Agua (160 ml) 1400 rpm, 10 min  NR. 280-789 23-39 92-99 (Urbany col., 2010)
Gelucire ® 44/14 MEK
Manteca de cacao EtAc Anfotericina B CA Agua (20 ml) 10000 rpm, 10 min Agitacién 210-380 (-45)-(-70) 59 (Tany col., 2014)
Cera de Abejas Lecitina constante,

Ultasonido

(amplitud

35%)

NR: Datos no reportados; NA: No aplica; Compritol® ATO 888 (behenato glicerilo), Geleol® (Mono y diestearato de glicerilo), Gelucire® 44/14
(lauroilpolioxiglicéridos), Gelucire® 50/13 (estearoilpolioxiglicéridos), GMS (monoestearato de glicerilo), Cho (colesterol), Dynasan® 116
(tripalmitato de glicerilo), Softisan ®601 (cocoato de glicerilo), Cutina® CBS (Mezclas de estearato de glicerilo, alcohol cetearilico, palmitato de
cetilo y cocoglicéridos), Phospholipon®90 (fosfatidilcolina hidrogenada), PVP (polivinilpirrolidona), PLX (poloxdmero188), PLX-407 (poloxamero
407), BSA (albumina sérica bovina), PVA (alcohol polivinilico), polisorbato 80, IVA (acido isovalérico), Epikuron 200 (lecitina de soya), TDC
(taurodeoxicolato de sodio), Oramix CG-110 (glucosidos de alcohol caprilico), CA (colato de sodio), BA (alcohol bencilico), BL (lactato de butilo),
EtAc (acetato de etilo), MEK (metil etil cetona), MetAc (acetato de metilo), ISoOAc (acetato de isopropilo).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la emulsificacion-difusibn como método para la
preparacion de particulas lipidicas, haciendo énfasis particular en los aspectos

mecanisticos asociados a la formacion de las particulas.

Objetivos especificos

Evaluar la influencia de las variables asociadas a los materiales de partida sobre
el mecanismo de formacion y los comportamientos de tamafio y potencial zeta de

las particulas lipidicas.

Estudiar la influencia de las variables asociadas al método de preparaciéon sobre
el mecanismo de formacion y los comportamientos de tamafio y potencial zeta de

las particulas lipidicas.
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METODOLOGIA

3.1 Materiales y equipos

Los materiales lipidicos evaluados en la presente investigacion fueron diestearato
de glicerilo (GDS, Precirol® ATO 5) gentilmente suministrado por Gattefossé
(Francia); monoestearato de glicerilo (GMS, Cutina® GMS, BASF), 4cido estearico
(SAc, Emersol® 132 NF, Parchem) y alcohol estearilico (SAlc, Lorol® C18, BASF),
obsequio de Handler Colombia. Como agentes estabilizantes se ensayaron
poloxamero 188 (PLX, Kolliphor® P188, BASF), obsequiado por HANDLER
Colombia; alcohol polivinilico (PVA), 31-51 kDa, 87-89% de hidrdlisis adquirido en
Sigma-Aldrich; lauril sulfato de sodio (SLS), bromuro de cetiltrimetil amonio
(CTAB, Cetrimida) y cloruro de alquildimetilbencil amonio (ADBAC, Cloruro de
benzalconio), adquiridos en MERCK y polisorbato 80 (Tween® 80) adquirido en
Panreac. Los solventes organicos evaluados fueron alcohol bencilico (BA),
acetato de metilo (MetAc) y metil etil cetona (MEK) adquiridos en MERCK y
acetato de etilo (EtAc) adquirido en TEDIA. Los demas reactivos empleados en
este trabajo fueron grado analitico. El agua destilada usada en todos los

experimentos se obtuvo a partir del sistema Milli-Q, resistividad 17 MQcm.

Equipos: Homogenizador de alta velocidad ultraturrax IKA® T18; plancha de
calentamiento IKA® C-MAG HS, 2102; balanza analitica PA214, OHAUS®
sensibilidad 0.1 mg; zetasizer Nano ZS, Malvern®; rotaevaporador IKA RV10;
plancha de calentamiento GEHAKA® MS7-H550-Pro.
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3.2 Métodos

En el presente trabajo se investigo la influencia de algunas variables asociadas a
los materiales de partida y a las condiciones de proceso sobre los
comportamientos de tamafio, indice de polidispersidad (PDI) y potencial zeta de
particulas lipidicas preparadas por el método de emulsificacion-difusion. Teniendo
en cuenta que el procedimiento de obtencion de las particulas requiere la
preparacion de una solucion del material lipidico en los solventes organicos
saturados con agua, ésta fue investigada siguiendo para tal fin un ensayo de
caracter semicuantitativo. Igualmente, con el objetivo de explicar algunos de los
resultados obtenidos, se evaluo la estabilidad de las dispersiones de particulas
frente a la adiciébn de electrolitos. En todos los casos, los ensayos realizados

fueron llevados a cabo al menos por triplicado.

3.2.1 Determinacién de la solubilidad semicuantitativa de los lipidos en
solventes organicos saturados con agua

En un bafio termostatado a 25°C + 0.5°C, 30°C + 0.5°C 6 40°C + 0.5°C
dependiendo del lipido bajo estudio, se colocaron pesa-sustancias conteniendo
2 ml del solvente organico que previamente habia sido saturado con agua durante
24 h. Una vez el sistema alcanzo la temperatura del estudio, progresivamente se
adicionaron cantidades exactamente pesadas, de aproximadamente 10 mg, del
material lipidico. Después de cada adicion, las muestras fueron tapadas y
agitadas magnéticamente para facilitar la disolucion del lipido en el solvente (100
rpm, plancha de calentamiento IKA® C-MAG HS, 2102). Para determinar el punto

final del ensayo, las muestras fueron inspeccionadas con un haz de luz que se
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hacia pasar a través del medio de ensayo, siendo la pérdida de transparencia de

la solucion, el punto final del ensayo.

3.2.2 Preparacion de las dispersiones de particulas lipidicas

La preparacion de las particulas lipidicas se realiz6 por el método de
emulsificacion-difusion utilizando la metodologia propuesta por Quintanar y col.
(2005). Inicialmente, el material lipidico fue disuelto a la temperatura requerida
segun su solubilidad, en un volumen especifico del solvente organico previamente
saturado con agua. La fase orgénica resultante fue emulsificada utilizando
elevada fuerza de corte (Homogenizador Ultraturrax IKA® T18) con una fase
acuosa saturada con el solvente organico y que contenia el agente estabilizante.
En los casos en los que fue necesario, durante la emulsificacion se garantizé la
temperatura de solubilidad del lipido utilizando un bafio de agua termostatado
(plancha de calentamiento IKA® C-MAG HS, 2102). La emulsién resultante fue
adicionada rapidamente y bajo agitacion magnética (plancha de calentamiento,
GEHAKA® MS7-H550-Pro) a 300 ml de agua a una temperatura especifica. Las
particulas lipidicas se formaron inmediatamente. El solvente organico y parte del
agua fueron removidos bajo presion reducida a una temperatura de 45°C + 0.5°C
hasta un volumen final de 20 ml (Rotaevaporador IKA® RV10). En las Tablas 3-1
y 3-2 se presenta una sintesis del disefio experimental utilizado para evaluar el
efecto de los materiales de partida y las condiciones de operacion sobre el

comportamiento de las particulas.
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Tabla 3-1:
Condiciones para evaluar la Influencia de los materiales de partida en la preparacion de
particulas lipidicas

Parametro estudiado Condiciones de los materiales de partida
. . . - - Tipo de agente Concentracién agente
Tipo de lipido Cantidad de lipido (g) Solvente organico (10 ml) estabilizante estabilizante (%)
Tipo y cantidad de lipido GDs 0.1 EtAc PLX 5
GDS 0.25 EtAc PLX 5
GDS 0.5 EtAc PLX 5
GDS 0.75 EtAc PLX 5
GDS 1 EtAc PLX 5
GDS 15 EtAc PLX 5
SAlc 0.1 EtAc PLX 5
SAlc 0.25 EtAc PLX 5
SAlc 0.5 EtAc PLX 5
SAlc 1 EtAc PLX 5
SAlc 1.5 EtAc PLX 5
SAc 0.1 EtAc PLX 5
SAc 0.25 EtAc PLX 5
SAc 0.5 EtAc PLX 5
SAc 1 EtAc PLX 5
SAc 15 EtAc PLX 5
Solvente organico GDS 0.1 EtAc PLX 5
SAlc 0.1 EtAc PLX 5
SAc 0.1 EtAc PLX 5
GDS 0.1 MEK PLX 5
SAlc 0.1 MEK PLX 5
SAc 0.1 MEK PLX 5
GDS 0.1 MetAc PLX 5
SAlc 0.1 MetAc PLX 5
SAc 0.1 MetAc PLX 5
Tipo de agente estabilizante GDS 0.25 EtAc PVA 5
GDS 0.25 EtAc PLX 5
GDS 0.25 EtAc Sbs 5
GDS 0.25 EtAc Polisorbato 80 5
GDS 0.25 EtAc CTAB 5
GDS 0.25 EtAc ADBAC 5
SAlc 0.25 EtAc PVA 5
SAlc 0.25 EtAc PLX 5
SAlc 0.25 EtAc SDS 5
SAlc 0.25 EtAc Polisorbato 80 5
SAlc 0.25 EtAc CTAB 5
SAlc 0.25 EtAc ADBAC 5
Concentracion de agente GDS 0.25 EtAc PLX 1
estabilizante GDS 0.25 EtAc PLX 25
GDS 0.25 EtAc PLX 5
GDS 0.25 EtAc PLX 75
GDS 0.25 EtAc PLX 10
SAlc 0.25 EtAc PLX 1
SAlc 0.25 EtAc PLX 25
SAlc 0.25 EtAc PLX 5
SAlc 0.25 EtAc PLX 75
SAlc 0.25 EtAc PLX 10
GDS 0.25 EtAc PVA 1
GDS 0.25 EtAc PVA 25
GDS 0.25 EtAc PVA 5
GDS 0.25 EtAc PVA 75
GDS 0.25 EtAc PVA 10
SAlc 0.25 EtAc PVA 1
SAlc 0.25 EtAc PVA 25
SAlc 0.25 EtAc PVA 5
SAlc 0.25 EtAc PVA 7.5
SAlc 0.25 EtAc PVA 10

*Las condiciones asociadas al método de preparacion se mantuvieron constantes: La relacion de fases fue 0.25:1, velocidad de agitacion 11200 rpm, tiempo de
agitacion 10 min, temperatura de la fase de dilucién (ambiente 18 + 2°C) y velocidad de agitacion de la fase de dilucién (750 rpm).
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Tabla 3-2:
Condiciones para evaluar las variables asociadas al método de preparacion
Parametro estudiado Condiciones de las variables asociadas al método de preparacion
Volumen de solvente  Velocidad de Tiempo de Temperatura de la fase  Velocidad de agitacion
organico (ml) emulsificacion (rpm)  emulsificacion (min)  de dilucién (°C) durante la etapa de dilucion
(rpm)
Relacién de fases (O/W) 5 11,200 10 TL 750
10 11,200 10 TL 750
15 11,200 10 TL 750
20 11,200 10 TL 750
30 11,200 10 TL 750
40 11,200 10 TL 750
Velocidad de emulsificacién 10 3,200 10 TL 750
10 7,200 10 TL 750
10 11,200 10 TL 750
10 15,600 10 TL 750
10 20,000 10 TL 750
10 24,000 10 TL 750
Tiempo de emulsificacion 10 11,200 25 TL 750
10 11,200 5 TL 750
10 11,200 7.5 TL 750
10 11,200 10 TL 750
10 11,200 12.5 TL 750
10 11,200 15 TL 750
Temperatura de la fase de 10 11,200 10 20 750
dilucién 10 11,200 10 30 750
10 11,200 10 40 750
10 11,200 10 50 750
10 11,200 10 60 750
Velocidad de agitacion 10 11,200 10 TL 0
durante la etapa de dilucién 10 11,200 10 TL 750
10 11,200 10 TL 1,500

*Los materiales de partida se mantuvieron constantes en todos los ensayos. Tipo y cantidad de lipido (GDS, 0.25 g), solvente organico (EtAc, 10 ml), tipo y
concentracion de agente estabilizante (PVA, 5%).
TL = temperatura ambiente 18 + 2°C,

3.2.3 Caracterizacion de las particulas lipidicas

Las particulas obtenidas durante el presente estudio fueron caracterizadas
respecto a su tamafo, distribucion de tamafo y potencial zeta. Asi, el tamafio y el
indice de polidispersidad fue determinado mediante la método dispersion
dinAmica de luz (DLS, Dynamic Light Scattering) usando un equipo Zetasizer
Nano ZS, Malvern®. Las muestras se diluyeron en agua segun se recomienda en
el protocolo de manejo del equipo y se realizaron 5 mediciones/muestra, 5
corridas de 10 s/medicion a una temperatura de 25°C y un angulo de 173°. De
otro lado, la determinacién del potencial zeta se realiz6 utilizando el mismo

equipo, mediante la determinacion de la movilidad electroforética. Para tal fin, las
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muestras se diluyeron en una solucion 1 mM de cloruro de sodio a un pH de 6.4 +
0.2 y se realizaron 5 mediciones/muestra, 10 corridas de 10 s/medicion a una

temperatura de 25°C.

3.2.4 Evaluacion de la estabilidad de las dispersiones de particulas
lipidicas frente a electrolitos

La estabilidad coloidal de las suspensiones de particulas fue evaluada mediante
un ensayo de agregacién inducida con sulfato de sodio, siguiendo el
procedimiento propuesto por Avgoustakis y col. (2003). En este caso, 0.1 ml de la
dispersion de particulas fue adicionada a 2.5 ml de una solucién de sulfato de
sodio manteniendo una agitacion constante de 100rpm, a una temperatura de
37°C + 0.5°C (plancha de calentamiento IKA® C-MAG HS, 2102). Al cabo de 10

min se determind visualmente la concentracién minima de coagulacién.



Resultados y discusion 47

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los ultimos afios, las particulas lipidicas han despertado particular interés
en el campo farmacéutico por la potencial aplicacion que tienen como
transportadores de moléculas activas. En este sentido, su desempefio depende
en gran medida de sus propiedades fisicas y fisicoquimicas (Battaglia y col.,
2012). Hasta el momento, diferentes investigadores han centrado la atencion en
el estudio del comportamiento de tamario, reportando su estrecha dependencia
con los materiales de partida y las condiciones de preparacion (Schwarz y col.,
1994; Schubert y col., 2003; Trotta y col., 2003; Quintanar y col., 2005; Weyhers y
col.,, 2006; Rosenblatt y col., 2009; Surajit y col., 2011; Martins y col., 2011;

Kovacevic y col., 2011).

En la misma direccion y como una contribucién al entendimiento de las
propiedades de estos sistemas coloidales, la presente investigacion reporta un
estudio sistematico acerca de la preparacion de particulas por la método de
emulsificacién-difusion, con el propdsito de establecer la influencia de algunas
variables asociadas a los materiales de partida y a las condiciones de proceso,
sobre su comportamiento. Asi, en adicion al tamafio de particula, se ha
considerado el potencial zeta y a diferencia de otros analisis, el enfoque de este
trabajo esta basado en las propiedades fisicoquimicas y la afinidad quimica de los

materiales utilizados.

Como se ha mencionado en los aspectos metodoldgicos, en una primera etapa
de la investigacion se estudid la solubilidad de los lipidos en los solventes

organicos saturados con agua, una condicion requerida para la preparaciéon de
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particulas por el método de emulsificacién-difusion. Sobre esta base, se llevo a
cabo el estudio del método modificando sistematicamente cada una de las
variables de interés. Para facilitar la interpretacion de los resultados, estos han
sido organizados considerando primero su influencia en el tamafio e indice de
polidispersidad y posteriormente en el comportamiento electrocinético de las

particulas lipidicas.

4.1 Determinacion de la solubilidad de los lipidos en solventes
organicos saturados con agua

El estudio del método de emulsificacién-difusion para la preparacion de particulas
lipidicas exige la determinacion de la solubilidad semicuantitativa de los lipidos en
los solventes organicos previamente saturados con agua, con el fin de establecer
la cantidad de lipido que puede ser disuelta. Con este propdésito se llevd a cabo
un ensayo semicuantitativo para evaluar la solubilidad, cuyos resultados se
reportan en la Tabla 4-1. En términos generales, ninguno de los lipidos bajo
estudio se disolvidé a temperaturas cercanas a la ambiente (25°C + 0.5°C). Como
se observa, GMS y GDS requirieron temperaturas de 40°C para disolver una
cantidad de lipido util para la preparacion de particulas. Por su parte, SAc y SAlc
exhibieron los mejores resultados considerando la temperatura de trabajo y la

cantidad disuelta.

Los resultados de solubilidad obtenidos (Tabla 4-1) podrian ser explicados a
partir de la interaccion lipido-solvente, considerando los parametros de solubilidad
de los materiales de partida. Adicionalmente, se revisaron algunas propiedades
fisicoquimicas de los solventes organicos y de los lipidos evaluados (Tablas 4-3 y
4-4).
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Tabla 4-1:

Solubilidad semicuantitativa de los lipidos en los diferentes solventes organicos
previamente saturados con agua

Lipido estudiado  Solubilidad semicuantitativa en solventes orgéanicos saturados con agua (mg/ml)

EtAc MEK BA MetAc
GMS 30 (40°C) 30 (40°C) 20 (40°C) 40 (40°C)
GDS 20 (40°C) 30 (40°C) 20 (40°C) 30 (40°C)
SAC 90 (30°C) 100 (30°C) 70 (30°C) 110 (30°C)
SAlc 80 (30°C) 90 (30°C) 70 (30°C) 100 (30°C)

*Precision del bafio termostatado: + 0.5°C

El concepto de parametro de solubilidad (8), postulado por Hildebrand en el afio
1936, es definido como la raiz cuadrada de la densidad de energia cohesiva.

(Ecuacion 1.1) (Martin y col., 1993; van Krevelen y te Nijenhuis, 2009).

5= (@)”Z _ (M)”Z (1.1)

Vm Vim

Donde & es el parametro de solubilidad; Econ, la energia cohesiva; AHyqp, la
entalpia de vaporizacion; Vn,, el volumen molar; R, la constante de los gases
ideales y T, la temperatura absoluta en °K (van Krevelen y te Nijenhuis, 2009).

El parametro de solubilidad (&) fue planteado en un principio para evaluar el
comportamiento de liquidos simples (solventes no polares y no estructurados) en
los que las fuerzas intermoleculares predominantes son fuerzas de dispersion
(fuerzas de London). No obstante, su aplicacion fue extendiéndose al estudio de
solventes polares y polimeros (Barton, 1975) y hoy se considera una
aproximacion Gtil para estimar la interaccion entre componentes. Gracias a los
aportes de la teoria de Hansen, se amplié el concepto del parametro de
solubilidad propuesto por Hildebrand, desglosandolo en tres parametros parciales

de solubilidad que consideran de manera diferente las posibles interacciones
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intermoleculares, definiéndolas como fuerzas de dispersion (8q4), fuerzas polares
(®p) y las interacciones a causa de la formacion de puentes de hidrogeno (dn). Asi,
como se deduce en la Ecuacioén 1.2, el pardmetro de solubilidad establece que la
densidad de energia cohesiva corresponde a la suma de los cuadrados de los
parametros parciales de solubilidad (Hansen, 1969; van Krevelen y te Nijenhuis,
2009;).

872 =842 4 6p° + 8,° (1.2)

Algunas aproximaciones, en su mayoria ‘in silico”, se han realizado
correlacionando el parametro de solubilidad en la preparacion de particulas
poliméricas (Mora y col., 2012) y lipidicas (Shah y col., 2013). Al comparar los
parametros de solubilidad parciales de dos componentes, por ejemplo el lipido y
el solvente organico, es predecible que valores similares permitan predecir un
buen comportamiento de solubilidad. Por tal razén, en el presente trabajo se
estimaron los pardmetros parciales de solubilidad para los materiales de partida
de interés, utilizando el método de contribucion de grupos reportado por Hoftyzer
- van Krevelen (van Krevelen y te Nijenhuis, 2009) utilizando las Ecuaciones 1.3
als.

8q = Vm' (1.3)
/Zng

5p = - (1.4)

§, = |2t (1.5)
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Donde Fg es la contribucion de grupos para las fuerzas de dispersion, F, es la
contribucion de grupos para fuerzas polares, Ey; es la energia de puentes de

hidrogeno por grupo estructural y Vy, corresponde al volumen molar.

Los resultados obtenidos se sintetizan en la Tabla 4-2. Para el caso de los
lipidos, los que en realidad constituyen mezclas de diferentes lipidos, los
parametros de solubilidad fueron estimados para cada uno de los componentes

principales.

Para una mejor interpretacion de la afinidad entre los lipidos y solventes, en la
Figura 4-1 se representan los datos de parametros parciales de solubilidad en
forma del grafico de Teas, los que son construidos a partir de los valores de
fraccion fq f, y fn, que corresponden a una relacion entre cada uno de los
parametros respecto a la sumatoria de los tres parametros parciales de
solubilidad de Hansen (84, 8y Yy 0©n). Dichas fracciones fueron utilizando las
Ecuaciones 1.6 a 1.8. (Mora y col., 2012). Entre mas proxima sea la ubicacién de
dos puntos, es decir de dos materiales de partida, en el diagrama ternario, se
predice una mayor afinidad quimica entre ellos.

_ 100x 84
fa = 8a+ 8p+ Op (1.6)
_ 100x &
fo = Sq+ 8p+ 8p (1.7)
100x &
o= s (1.8)

Sgq+ 8'p+ Sp
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Tabla 4-2:
Parametros parciales de solubilidad para los lipidos y los solventes organicos (estimacion
realizada por el método Hoftyzer-van Krevelen)

Materiales de partida Formula Paramétros calculados de Solubilidad

od op oh OTotal fd fp fh

(Mpa)llz %

Agua H,0 12.3 31.3 34.2 45.9 15.8 40.2 44.0
Solventes organicos
EtAc CH;COOCH,-CH, 15.2 5.3 9.2 18.6 51.2 17.8 31.0
MetAc CH;COOCH, 15.5 7.2 7.6 18.7 51.2 23.8 25.1
MEK CH;COCH,CH, 15.9 9.0 5.1 19.0 53.0 30.0 17.0
BA CgHsCH,OH 18.4 6.3 13.7 23.8 47.9 16.4 35.7
Lipidos
Cutina GMS
SAc + PAc >= 90%
GMS (40-55%) CoiHi0, 171 31 11.4 208 541 9.8 36.1
GDS (30-45%) CaoHreOs 168 17 7.2 18.4 655 6.5 28.0
GTS (5-15%) Cs7H11605 167 15 47 17.4 729 6.7 204
GMP (40-55%) CigHsg04 17.2 3.4 12.0 21.2 52.8 10.4 36.8
GDP (30-45%) CasHesOs 16.8 1.8 7.6 18.5 64.1 7.0 28.8
GTP (5-15%) Cs1HegOs 167 17 4.9 175 715 7.3 21.2

Precirol ATO 5
SAc + PAc >= 90%

GMS (8-22%) CpHioO4 171 31 114 208 541 938 36.1
GDS (40-60%) CagHreOs 168 17 7.2 18.4 655 6.5 28.0
GTS (25-35%) CoHi1006 167 15 4.7 17.4 729 6.7 20.4
GMP (8-22%) CuoHi04 172 34 120 212 528 104 368
GDP (40-60%) CasHesOs 168 18 7.6 18.5 641 7.0 28.8
GTP (25-35%) Cs1HosOs 167 17 4.9 17.5 715 73 21.2

Emersol 132 NF
SAc + PAc >= 93%

SAc (>40%) CigHssOs 16,5 1.3 5.6 17.5 705 5.6 23.9
PAC (>40%) Ci6Hs,05 16,5 15 5.9 17.5 69.1 6.1 24.8
Lorol C18

SAlc (98.2 %) CagHagO 165 16 7.9 18.3 63.4 6.1 30.6
CetAlc(0.4%) CagHaiO 164 18 8.4 18.5 61.8 6.6 31.5
icosan-1-ol (0.5%) CyoHiO 16.5 14 7.6 18.2 647 56 29.7

EtAc (acetato de etilo), MetAc (acetato de etilo), MEK (metil etil cetona), BA (alcohol bencilico), SAc (acido estearico), PAc (&cido palmitico), GMS (monoestearato de
glicerilo), GDS (diestearato de glicerilo), GTS (triestearato de glicerilo) GMP (monopalmitato de glicerilo), GDP (dipalmitato de glicerilo), GTP (tripalmitato de glicerilo),
SAlc (alcohol estearilico), CetAlc (alcohol cetilico).

Como se observa en la Tabla 4-2 las contribuciones relacionadas con las fuerzas
de dispersion son las que predominan tanto en los solventes organicos como en
los lipidos evaluados (fq > 50%). Estos valores sugieren que este podria ser un
mecanismo para explicar como los solventes organicos pueden interactuar con
los lipidos. Teniendo en cuenta los resultados de la solubilidad de los lipidos en
BA, que fueron las mas bajas respecto a los otros solventes estudiados, y los
parametros de solubilidad calculados, particularmente &y, es posible deducir que
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la formacion de puentes de hidrogeno no es la afinidad que permite la solubilidad
de los lipidos. De otro lado, la gran diferencia entre las fuerzas polares de los
lipidos y de los solventes orgénicos, sugiere que este no es el mecanismo

predominante de interaccion entre estos componentes.

Asi se observa en la Figura 4-1 al tener en cuenta la composicion completa de
los lipidos, SAlc y SAc tienen parametros parciales de solubilidad cercanos a los
de los solventes organicos, lo que explica los resultados de solubilidad obtenidos.
Por el contrario, los triglicéridos de los &cidos estearico y palmitico, que
corresponden al 15% y 35% de la composiciéon de GMS y GDS respectivamente,
explican los bajos valores de solubilidad encontrados experimentalmente. Estos
componentes lipidicos tienen los pardmetros parciales de solubilidad mas
alejados de los solventes organicos evaluados, lo que puede interpretarse como

una interaccion lipido-solvente mas débil.

De otro lado, aunque el analisis de los pardmetros solubilidad permite un
acercamiento al grado de interaccion entre los materiales de partida, es
importante tener en cuenta que sus propiedades fisicoquimicas también pueden
influenciar el comportamiento de solubilidad del lipido en el solvente orgéanico.
Asi, como se observa en la Tabla 4-3, el punto fusion estaria relacionado con el
grado de cohesion intermolecular de los lipidos. Siendo los puntos de fusion de
SAc > SAlc > GMS > GDS se presumiria que para SAc las interacciones soluto-
soluto fueran mayores disminuyendo la solubilidad del mismo. Sin embargo, la
afinidad que se establece entre el lipido y el solvente organico es capaz de
superar esta interaccion soluto-soluto y como resultado disolver SAc. Como se
explic6 anteriormente, los resultados de solubilidad semicuantitativa fueron

mejores empleando SAc y SAlc.
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Tabla 4-3:

Propiedades fisicoguimicas de interés de los lipidos empleados.

Lipido o) (g/cm3) Punto de fusién (°C)
GMS NR 55-60°

GDS 0.800-1.200° 52-55°

SAlc 0.8124° 59.4-59.8°

SAc 0.9408° 69-70°

? (Haynes y col., 2013)

® (Calderone y col., 2007)
¢ (Rowe y col., 2009)

*NR = No reportado

Las propiedades fisicoquimicas de los solventes organicos pueden afectar
también la solubilidad de los lipidos. Como se observa en la Tabla 4-4, los
valores de viscosidad toman cierta relevancia en los resultados obtenidos. El BA
presenta los valores mas altos de viscosidad y los peores resultados en cuanto a
la capacidad de disolver los lipidos. Los otros solventes organicos (EtAc, MetAc y

MEK) no presentan diferencias importantes entre sus valores de viscosidad.

Tabla 4-4:

Propiedades fisicoguimicas de interés para los solventes organicos empleados.

Solvente p (g/cm®) Y (103 N/my; n (mPas; 20°C) Miscibilidad en Clase de
Organico 20°C) agua (%, 20°C) solvente (ICH)
MetAc 0.934% 24.6° 0.36% 24.3 3

EtAc 0.901° 23.9° 0.44% 8.2° 3°

MEK 0.805% ~24.3° 0.42° 27.5 3

BA 1.05 39% 5.8 4.3° NR

#(Van Krevelen y col., 2009)
P (Quintanar y col., 2005)

¢ (ICH Q3C(R5), 2011)
d(Suijit, 1984)

*NR = No reportado



Resultados y discusion 55

Figura 4-1: Diagramas ternario de Teas construido a partir de los valores fy f, y f, para los lipidos y los solventes orgénicos
evaluados.

) N N fp
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

EtAc (acetato de etilo), MetAc (acetato de etilo), MEK (metil etil cetona), BA (alcohol bencilico), SAc (acido esteérico), PAc (acido palmitico), GMS (monoestearato de glicerilo), GDS
(diestearato de glicerilo), GTP (tripalmitato de glicerilo) GMP (monopalmitato de glicerilo), GDP (dipalmitato de glicerilo), GTP (tripalmitato de glicerilo), SAlc (alcohol estearilico),
CetAlc (alcohol cetilico).
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Es importante aclarar que los valores reportados en la Tabla 4-4 corresponden a
las propiedades determinadas en solventes puros. Como se indico anteriormente,
los solventes organicos empleados fueron previamente saturados con agua, lo
gue posiblemente afectaria no solo las propiedades fisicoquimicas de los
solventes organicos sino la interaccion que se establece entre el lipido-solvente
organico. Es predecible que al incorporar agua en el solvente organico se
disuelva una menor cantidad de lipido que si se utilizara el solvente organico

puro.

4.2 Estudio sistemético de la preparacién de particulas lipidicas por el
método de emulsificacién-difusion

Los resultados obtenidos acerca de la solubilidad de los lipidos en solventes
organicos saturados con agua permitieron establecer el punto de partida para
seleccionar las condiciones de trabajo durante el presente estudio, garantizando
la formacién de particulas que exhibieran una distribucién unimodal de su
tamano, tal como se presenta en la Figura 4-2. En la Tabla 4-5 se presenta una
sintesis de tales condiciones, las que son denominadas condiciones estandar de
preparaciéon. Como solvente organico, lipido y agente estabilizante se
seleccionaron EtAc, GDS y PLX, debido a que al ser los materiales de partida
comunmente empleados para la preparacion de particulas lipidicas por el método
de emulsificacion-difusion, permiten realizar comparaciones con los trabajos
publicados por otros investigadores. De otro lado, conociendo que la solubilidad
en el solvente organico de dos de los lipidos de interés requeria la preparacion de
las particulas a 40°C, se estableciéo una temperatura de trabajo de 45°C + 0.1°C

en todos los casos.
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Figura 4-2: Distribucion de tamafio de las particulas lipidicas preparadas con GDS-EtAc
al 2.5% de contenido de lipido con respecto a la fase organica. La distribucion fue
simétrica y centrada alrededor de 170 nm.

Size {d.nm}): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1531 Peak 1: 176,23 100,0 68,56
Pdl; 0123 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0859 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

BT - e e SRR :

s
wn

Intensity (Percent)
=
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Tabla 4-5:
Condiciones estandar de preparacion de particulas lipidicas por el método de
emulsificacion-difusion.

Variables Condicion estandar
Tipo y cantidad de lipido GDS (0.25 g)
Solvente orgénico EtAc (10 ml)

Tipo y concentracion de agente estabilizante PLX (5%, p/v)
Relacion de las fases organica / acuosa 0.25:1

Volumen de fase acuosa 40 mi

Velocidad de agitacion 11200 rpm

Tiempo de agitacion 10 min

Volumen de dilucion 300 ml
Temperatura de la fase de dilucion Ambiente

Velocidad de agitacion en la fase de dilucion 750 rpm
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4.2.1 Influencia de los materiales de partida y las condiciones de
operacion sobre el tamafio y la polidispersidad de las particulas

El tamafio de las particulas lipidicas, asi como su polidispersidad, son
propiedades criticas desde el punto de vista del disefio de nuevos sistemas de
entrega de farmacos, debido a que determinan la uniformidad y la eficiencia de la
liberacion de las moléculas activas (Gaumet y col., 2008). En el presente estudio,
tal como se explicd en los apartes metodoldgicos, fue investigada la influencia
tanto de la naturaleza y la concentracién de los materiales de partida como de las

condiciones de operacién, sobre estas dos propiedades de las particulas.

a. Influencia de los materiales de partida sobre el tamafio y la

polidispersidad de las particulas

En términos generales, la preparacion de particulas lipidicas por el método de
emulsificacién-difusion requiere como materiales de partida un agente lipidico, un
solvente organico parcialmente miscible con agua y un agente estabilizante.
Sobre esta base, en la presente tesis fue estudiada la influencia de la naturaleza
y concentracion de cada uno de ellos sobre el comportamiento de tamafo de las

particulas. A continuacion se presentan y analizan los resultados obtenidos.
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- Influencia del material lipidico

La influencia del material lipidico sobre el tamafio de las particulas fue estudiada
a partir de un ensayo en el que se varié la naturaleza del lipido manteniendo
constante el EtAc como solvente organico. De acuerdo con los resultados
presentados en la Tabla 4-6, la naturaleza del lipido es un factor determinante
tanto para la formacion de las particulas como para su estabilidad en dispersién
acuosa. Asi, aunque todos los materiales permitieron la formacién de las
particulas, aquellas preparadas a partir de GMS exhibieron fenbmenos de
agregacion durante la etapa de concentracion a presion reducida, los que fueron
evidentes en un periodo de tiempo inferior a las 48 horas de preparadas,
presentando un tamafio de particula y PDI antes de concentrar de (202 £ 95) nm
y 0.256 y después de concentrar de (472 £ 112) nm y 0.293.

Igualmente, la naturaleza del lipido influencié el tamafio de las particulas. Como
se ilustra en la Figura 4-3, el tamafio de las particulas obtenidas guardé el orden:
SAc > SAlc > GDS. Las diferencias encontradas segun el lipido podrian ser
explicadas por sus posibles interacciones con los otros materiales de la

formulacion y por sus propiedades fisicas, como se explica a continuacion.
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Tabla 4-6:
Resultados de la Influencia de los materiales de partida sobre el tamafo, la
polidispersidad y el potencial zeta de las particulas.

Parametro estudiado Condiciones de los materiales de partida Tamafio de PDI Potencial zeta
) - . - Solvente organico Tipo de agente ~ Concentracion agente particula (nm) (mv)

Tipo de lipido  Cantidad de lipido (g) (10 mi) estabilizante estabilizante (%)

Tipo y cantidad de lipido GDS 0.1 EtAc PLX 5 126+9 0.246 -127+23
GDS 0.25 EtAc PLX 5 159 +5 0.143 -114+19
GDS 05 EtAc PLX 5 197+8 0.127 -138+45
GDS 0.75 EtAc PLX 5 213+4 0.132 -105+2.7
GDS 1 EtAc PLX 5 256 + 19 0.145 11117
GDS 15 EtAc PLX 5 449 + 151 0.269 -16.6 £5.9
SAlc 0.1 EtAc PLX 5 352+17 0.092 -145+4.4
SAlc 0.25 EtAc PLX 5 353+14 0.150 -16.6 £ 2.0
SAlc 05 EtAc PLX 5 317+18 0.080 -16.7+1.0
SAlc 1 EtAc PLX 5 299+ 11 0.199 -141+£15
SAlc 15 EtAc PLX 5 304 +27 0.107 -143+19
SAc 01 EtAc PLX 5 479+31 0.165 -20.6+4.8
SAc 0.25 EtAc PLX 5 380+ 18 0.076
SAc 05 EtAc PLX 5 401 + 57 0.104 -20.7+4.1
SAc 1 EtAc PLX 5 404 £ 32 0.104 -22.0+0.5
SAc 15 EtAc PLX 5 39827 0.109 21.3+2.7

Solvente organico GDS 0.1 EtAc PLX 5 126+9 0.109 -12.7+23
SAlc 0.1 EtAc PLX 5 352+17 0.092 -145+44
SAc 0.1 EtAc PLX 5 479+31 0.165 -20.6+4.8
GDS 0.1 MEK PLX 5 257+16 0.118 -8.7£0.2
SAlc 0.1 MEK PLX 5 392+£13 0.060 -135+05
SAc 0.1 MEK PLX 5 522+11 0.053 -154+03
GDS 0.1 MetAc PLX 5 222+31 0.129 -54+£06
SAlc 0.1 MetAc PLX 5 442164 0.100 -106+05
SAc 0.1 MetAc PLX 5 5191 67 0.161 15705

Tipo de agente estabilizante GDS 0.25 EtAc PVA 5 355+12 0.195 -5.7+08
GDS 0.25 EtAc PLX 5 206+ 20 0.220 -114+19
GDS 0.25 EtAc SDS 5 N/A N/A N/A
GDS 0.25 EtAc Polisorbato 80 5 155+20 0.453 -14+£25
GDS 0.25 EtAc CTAB 5 N/A N/A N/A
GDS 0.25 EtAc ADBAC 5 N/A N/A N/A
SAlc 0.25 EtAc PVA 5 362+ 13 0.140 -38+04
SAlc 0.25 EtAc PLX 5 352+ 14 0.150 -16.7+1.0
SAlc 0.25 EtAc SDS 5 N/A N/A N/A
SAlc 0.25 EtAc Polisorbato 80 5 509 112 0.387 -19+29
SAlc 0.25 EtAc CTAB 5 N/A N/A N/A
SAlc 0.25 EtAc ADBAC 5 N/A N/A N/A

Concentracion de agente GDS 0.25 EtAc PLX 1 668 + 177 0517 -144+09

estabilizante GDS 0.25 EtAc PLX 25 546 + 46 0.309 -106+1.7
GDS 0.25 EtAc PLX 5 206+ 20 0.220 -114+19
GDS 0.25 EtAc PLX 75 208+9 0.211 -83+1.0
GDS 0.25 EtAc PLX 10 153+ 10 0.162 65409
SAlc 0.25 EtAc PLX 1 525+ 152 0.223 -145+44
SAlc 0.25 EtAc PLX 25 489 + 69 0.166 -13.3+14
SAlc 0.25 EtAc PLX 5 352+14 0.150 -16.7+1.0
SAlc 0.25 EtAc PLX 75 369 £ 52 0.144 -12.2+16
SAlc 0.25 EtAc PLX 10 434+33 0,179 -10.0£1.0
GDS 0.25 EtAc PVA 1 387£53 0.297 -49+09
GDS 0.25 EtAc PVA 25 378+19 0.239 -53+04
GDS 0.25 EtAc PVA 5 355+12 0.195 -57+08
GDS 0.25 EtAc PVA 75 321+5 0.166 -41+1.0
GDS 0.25 EtAc PVA 10 273114 0.129 43+10
SAlc 0.25 EtAc PVA 1 358+ 19 0.151 43+16
SAlc 0.25 EtAc PVA 25 375+21 0.141 -3.0£07
SAlc 0.25 EtAc PVA 5 362+13 0.140 -38+04
SAlc 0.25 EtAc PVA 75 448 + 47 0.145 -32+1.0
SAlc 0.25 EtAc PVA 10 430 + 65 0.162 -21+05

*Las condiciones asociadas al método de preparacién se mantuvieron constantes: La relacién de fases fue 0.25:1, velocidad de agitacion 11200 rpm, tiempo de agitacién 10 min, temperatura de la fase de dilucién
(ambiente 18 + 2°C) y velocidad de agitacion de la fase de dilucion (750 rpm).
*N/A: No aplica
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Figura 4-3: Influencia de la naturaleza del lipido sobre el tamafio de particula. (Las
particulas fueron preparadas a una concentracion de lipido al 1% p/v con respecto a la
fase orgénica).
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De acuerdo con lo propuesto por otros investigadores, trabajando con el método
de emulsificacion-difusion para la preparacion de particulas poliméricas
(Quintanar y col., 1998; Mora y col., 2011) y para la obtencion de particulas
lipidicas (Trotta y col., 2003; Quintanar y col., 2005), la formacion de la particula
ocurre cuando el solvente organico difunde desde la gota de la emulsién hacia la
fase acuosa en el momento en el que se rompe el equilibrio termodinamico al
diluir la emulsion en agua. El agente estabilizante utilizado tiene como funcién
contribuir a garantizar la integridad de la gota de emulsién durante la formacion
de las particulas. De acuerdo con esto, tedricamente una mayor afinidad entre el
lipido y el solvente organico dificultaria la difusiébn de este ultimo hacia la fase
acuosa, incrementando la posibilidad de coalescencia entre las pequefias gotas

de emulsion. Como consecuencia, el tamafio de las particulas seria mayor.

Efectivamente, en términos generales, los resultados de tamafio de particula
obtenidos guardan relacion con la afinidad entre el lipido y el solvente organico,
interpretada ésta como la solubilidad del lipido en el solvente organico. En este
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sentido, SAc y SAlc que presentaron los mejores resultados en cuanto a
solubilidad en EtAc (Tabla 4-1) tienen los mayores tamafos de particula (Tabla 4-
6) y GDS que exhibe baja solubilidad, permite obtener tamafios de particula
menores. Como establece la prediccion tedrica, debido a que SAc y SAlc
presentan la mayor solubilidad en EtAc, se podria causar una disminucion en la
velocidad de difusion del solvente conduciendo a la formacién de gotas de
tamafio superior, asociado a la incorporacion de una mayor cantidad de
moléculas del lipido que generarian la formacién de particulas de mayor tamafio.
Asi mismo, al tener mayor cantidad de moléculas de lipido en la fase orgéanica,
esta podria ser mas viscosa dificultando la difusion del solvente en la etapa de

dilucion.

No obstante, a pesar de que las solubilidades de SAc y SAlc en EtAc no
presentan diferencias importantes, el tamafio de las particulas resultantes si es
diferente. Alguna explicacion al respecto podria construirse a partir de los valores
de densidad para cada lipido. Como se observa en la Tabla 4-3, SAc es mas
denso que SAlc (valores de densidad de 0.94 g/cm® y de 0.81 g/cm?®
respectivamente), lo que podria reflejarse en una diferencia de densidades entre
las fases organica y acuosa al momento de la emulsificacion. Es posible que una
mayor diferencia de densidades dificulte el proceso de emulsificacion y en
adicién, forme un sistema mas propenso a fendbmenos de coalescencia de las

gotas de fase organica, dando como resultado particulas mas grandes con SAc.

Por otro lado, la influencia de la naturaleza del lipido sobre el tamafio de particula
podria estar determinada por la composicion de cada lipido. Asi, GDS
corresponde a una mezcla de mono-, di- y triglicéridos de los acidos estearico y
palmitico. Como es reportado en la literatura, los monoglicéridos se caracterizan
por sus propiedades emulsificantes (Wang y col., 2005; Rowe y col., 2009). Si se
tiene en cuenta que la emulsificacién es una de las etapas mas importantes del

método de preparacion utilizado, GDS actuaria de forma sinérgica con el agente



Resultados y discusion 63

estabilizante PLX que se encuentra en la fase acuosa, facilitando el proceso de
formacion de una emulsion del tipo aceite-en-agua y como consecuencia, se

favoreceria la formacion de tamafos de particula mas pequerios.

Complementario con el ensayo acerca de la influencia de la naturaleza del lipido
sobre el comportamiento del tamafio de particula, en el presente estudio también
se evaluo el efecto de la concentracion del lipido, trabajando en un rango entre el
1% y el 15% p/v de la fase organica. Como se observa en la Figura 4-4, las
concentraciones de SAc y SAlc no tienen efecto de importancia sobre el tamafo
de particula. Sin embargo, a concentraciones del 15% p/v, el tamafio de particula
present6 elevada polidispersidad. Estos resultados coinciden con los reportados
por Quintanar y col. (2005) utilizando Gelucire®44/14 (lauroil polioxiglicéridos) y
Gelucire®50/13 (estearil polioxiglicéridos) y pueden ser debidos a una
sobresaturacion de la fase organica, lo que podria incrementar la viscosidad y la
densidad de la fase orgéanica dificultando la eficiente formacién de la emulsion y la
difusion del solvente organico en agua durante la etapa de dilucién, tal como se

explicé previamente.

Figura 4-4: Influencia de la concentracion del lipido en la preparacion de particulas por
el método de emulsificacién-difusién. La variacion de la concentracién del lipido se
realizé con respecto a la fase orgénica.
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De otro lado, GDS presentdé un comportamiento diferente al observado para SAc
y SAlc. En este caso, a medida que incrementa la concentracion del lipido, el
tamafo de particula aumenta. Sin embargo, este aumento se hace mas marcado
cuando se trabajan concentraciones del 15%, las que también producen
dispersiones de particulas con elevada polidispersidad. Este comportamiento
puede atribuirse a la pobre capacidad del EtAc para disolver este lipido
haciéndose mas evidente el efecto de la saturaciéon de la fase organica con

pequefios aumentos en la concentracion del lipido.

Finalmente, es importante destacar que al parecer, la concentracion de lipido
utilizado repercute en la estabilidad del sistema coloidal. Independientemente del
lipido, todas las dispersiones de particulas preparadas a una concentracion
superior al 5% p/v presentaron formacion de agregados, en un periodo de tiempo
inferior a las 48 h, lo que podria atribuirse a dos factores. En primer lugar, como
se explicara mas adelante, el potencial zeta de estos sistemas presenta valores
maximos de -21.3 + 2.7 mV, que no se consideran suficientes para garantizar
estabilidad por efecto de cargas. Asi, al tener mayor cantidad de particulas como
consecuencia de haber utilizado una mayor cantidad de lipido, existe también una
mayor probabilidad de choque entre ellas que pueden dar origen a la formacion
de agregados. De otro lado, la elevada polidispersidad de estos sistemas en
funcién del incremento de la cantidad de lipido, podria favorecer la adherencia de
particulas pequefias a particulas mas grandes, ocasionando la inestabilidad del

sistema.
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- Influencia del solvente organico

Los solventes organicos evaluados en la presente tesis fueron EtAc, MetAc, MEK
y BA. Para el estudio de su efecto sobre las propiedades de las particulas se
utilizaron como lipidos GDS, SAc y SAlc a una concentracion del 1% y PLX al 5%
como agente estabilizante. Como se observa en la Tabla 4-7, el tamafio de las
particulas preparadas con SAc y SAlc no depende del tipo de solvente organico
utilizado. Caso contrario sucede con GDS, en donde el tamafio de las particulas
presenta el siguiente orden dependiendo del solvente organico: MEK > MetAc >
EtAc.

Tabla 4-7:
Influencia del tipo de solvente sobre el tamafio y potencial zeta de particulas lipidicas
preparadas por el método emulsificacion-difusion.

Solvente orgéanico Tipo de lipido (0.1 g) Tamafio de PDI Potencial zeta (mV)

estudiado particula (nm)

EtAc GDS 126+ 9 0.246 -7.5+2.3
SAlc 352 + 17 0.092 -13.8+4.4
SAc 448 + 20 0.165 -14.8+4.8

MEK GDS 257 + 16 0.118 -85+0.2
SAlc 392 +13 0.060 -12.6 £ 0.5
SAc 522 + 11 0.053 -14.8 + 0.3

MetAc GDS 221 +31 0.129 -5.9+0.6
SAlc 442 + 64 0.161 -10.8 + 0.5
SAc 518 + 67 0.100 -15.4+0.5

Los anteriores resultados pueden interpretarse considerando el grado de afinidad
del solvente organico por los lipidos (Figura 4-1) y los resultados experimentales
de la solubilidad semicuantitativa de los lipidos (Tabla 4-1). Como se ha

mencionado, SAlc y SAc presentan una mayor afinidad con los solventes
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organicos evaluados comparados con GDS lo que explica que en general, los
tamanos de particula con GDS, sean siempre los mas pequefios. No obstante, si
se analizan los paramétros de solubilidad y los resultados de solubilidad de GDS
en diferentes solventes, no es posible establecer alguna correlacion que explique
las diferencias en cuanto al tamafio de particula. De acuerdo con la Tabla 4-3, la
principal diferencia entre EtAc, MetAc y MEK es su miscibilidad en agua a 20°C, y
sobre esta base, seria posible explicar estos resultados. Para tal fin se acepta
gue el mecanismo de formacion de las particulas por el efecto Gibbs—Marangoni
podria ser valido. Asi, la diferencia de tensiones superficiales entre la fase
organica y la fase acuosa es el factor que determina la posibilidad de
fragmentacion sucesiva de la fase organica para dar origen a las particulas. A
mayor diferencia de tension superficial, mayor capacidad de fragmentacién y por
lo tanto, se obtienen particulas mas pequefias. Teniendo en cuenta que unos
solventes son mas solubles en agua que otros (MEK = MetAc >> EtAc) es posible
suponer que si hay una mayor cantidad de solvente organico en agua, la tensiéon
superficial de la mezcla agua—solvente organico es menor. De esta forma, cuando
se diluye la emulsion en agua se encontrara mas MEK en agua que EtAc, la
diferencia de tensién superficial entre la fase organica (MEK) y la acuosa sera
menor y el efecto Gibbs—Marangoni no tendria la misma eficiencia que si se
trabaja con EtAc, y como consecuencia las particulas preparadas a partir de MEK

resultan de mayor tamafo.

Desde otro punto de vista, otras propiedades fisicoquimicas de los solventes
(Tabla 4-3) pueden influenciar la formacion de las particulas. EtAc, MetAc y MEK
no presentan diferencias marcadas en sus valores de densidad, viscosidad y
tension superficial y en todos los casos, fue posible la obtencion de dispersiones
de particulas caracterizadas por una distribuciéon unimodal. Sin embargo, este
comportamiento contrasta con el obtenido cuando se empleé BA como solvente
organico, el cual se caracterizd por exhibir distribuciones de tamafio de particula

no unimodales. Estos resultados no corresponden con los reportados por Trotta y
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col. (2003), donde particulas de GMS preparadas utilizando BA como solvente
organico, tienen tamafos cercanos a 200 nm con un PDI de 0.08. En donde se
mantuvo una agitacién constante en la etapa de dilucion por un tiempo de 60

minutos.

Como se observa en la Tabla 4-4, a pesar de que BA es poco soluble en agua
(Lo que segun se ha discutido podria permitir particulas de pequefio tamafio) las
otras propiedades fisicoquimicas de este solvente son significativamente
diferentes a los otros solventes empleados. Este solvente tiene los valores de
densidad y viscosidad mas elevados, lo que contribuye a respaldar los
planteamientos realizados anteriormente acerca de que la densidad de la fase
organica podria influenciar la eficiencia de emulsificacion. En efecto, siendo la
densidad del BA mayor que la de agua (1,056 g/ml) es posible que el efecto
estabilizante de PLX no sea suficiente para garantizar la integridad de las gotas
de emulsion. De otro lado, la viscosidad de BA podria dificultar la difusion del
solvente organico durante la etapa de dilucion, que al intentar contrarrestarla con
elevada alta agitacion, promueve un aumento no controlado en la agregacion del
lipido. Sobre la base de todo lo anterior, es posible afirmar que BA no resulta una
alternativa apropiada para la preparacion de particulas lipidicas siguiendo el
procedimiento y las condiciones experimentales establecidas en el presente

estudio.

- Influencia del agente estabilizante

En la preparacion de particulas lipidicas, el agente estabilizante permite un
proceso de emulsificacién eficiente y promueve la estabilidad fisica de las
dispersiones coloidales. En el presente estudio se intentaron preparar particulas
lipidicas a base de GDS y SAlc, evaluando diferentes agentes estabilizantes,

seleccionados segun su naturaleza tensioactiva y sus propiedades estabilizantes.
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En este sentido, se evaluaron tres tensioactivos no iénicos (PLX, polisorbato 80 y
PVA), un tensioactivo anionicoj (SDS) y dos tensioactivos cationicos (CTAB y
ADBAC). Es importante aclarar que aunque algunos polimeros como PLX o PVA
poseen propiedades tensioactivas, el mecanismo mediante el cual estabilizan las
emulsiones se fundamenta en el aumento de la viscosidad del sistema y el efecto
estérico que se logra, lo que evita la coalescencia de las gotas (Tadros y col.,
1983; Trotta y col., 2003).

Como se observa en la Tabla 4-8, los tensioactivos idnicos, sean estos catiénicos
0 anidnicos, no permiten la formacion de sistemas particulados lipidicos. En todos
los casos, las dispersiones se caracterizaron por la formacion de agregados
durante la difusion del solvente. De otro lado, cuando se emplean tensioactivos
no iénicos, se obtienen dispersiones cuyo tamafio de particula siguen el orden:
PVA > PLX > Polisorbato 80. Aunque polisorbato 80 es el agente estabilizante
gue permite los menores tamafios de particula, no es recomendable su uso
considerando los resultados de indice de polidispersidad, las distribuciones
bimodales del tamafio de las particulas y la formacion de un sedimento no
redispersable durante las 24 horas siguientes a su preparacion. De acuerdo con
los estudios desarrollados por Quintanar y col. (2005), al utilizar polisorbato 80
como agente estabilizante de particulas preparadas a partir de behenato de
glicerilo, se obtuvo también una distribucion bimodal. Dichos investigadores
atribuyen este comportamiento a que el efecto protector del polisorbato 80 no

permite mantener la integridad de las gotas en la etapa de dilucion.

El objetivo de evaluar tensioactivos ibnicos y no ionicos en la presente
investigacion era establecer si las dispersiones de particulas lipidicas podian ser
estabilizadas por efecto electrostatico y por efecto estérico. Los resultados
obtenidos evidencian que el mecanismo mas adecuado es el efecto esteérico, lo
gue podria deberse a que al tratarse de materiales lipidicos, la densidad de las

particulas sera siempre menor que la del agua y por consiguiente, existird una
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tendencia natural a la separacion del sistema en donde las particulas lipidicas se
ubican en la superficie de la dispersion. En consecuencia, es de esperarse que tal
proximidad entre ellas facilite su agregacion. En adicion, como se discutira mas
adelante, las particulas lipidicas no se caracterizan por exhibir valores de
potencial zeta que garanticen un mecanismo electrostatico para la estabilizacion

de las dispersiones.

De otro lado, es importante tener en cuenta que las particulas lipidicas tienen
naturaleza principalmente hidrofébica. Esto podria dificultar la eficiencia con la
gue el agente estabilizante puede formar la pelicula protectora alrededor de la
particula, caracteristico de una estabilizacion estérica. Asi, es de esperarse que
entre mayor sea la viscosidad de la fase acuosa, mayor serd la eficiencia de las
particulas y la estabilidad de sus dispersiones. Esto explica el por qué PLX y

PVA son los agentes estabilizantes que ofrecen los mejores resultados.

Tabla 4-8:

Influencia de la naturaleza del agente estabilizante sobre el tamafio, el indice de
polidispersidad y el potencial zeta de particulas lipidicas preparadas por el método
emulsificacion-difusion.

Agente estabilizante (5%) Tipo de Lipido

GDS (0.25g) SAlc (0.25 g)

Tamafio de PDI Potencial Tamaiio de PDI Potencial

particula (nm) zeta (mv) particula (nm) zeta (mv)
PVA 355+ 12 0.194 -5.7+0.8 362+ 13 0.140 -3.7+04
PLX 206 + 20 0.220 -11.4+ 1.9 352+ 14 0.150 -16.6 £1.0
Polisorbato 80 155 £ 20 0.453 -74+25 509 + 112 0.387 -79+29
SDS NA NA NA NA NA NA
CTAB NA NA NA NA NA NA
ADBAC NA NA NA NA NA NA

* NA = No aplica.

Lo anterior también encuentra respaldo en los resultados reportados por Trotta y
col. (2003) y Quintanar y col. (2005). Trotta y col. (2003) evaluaron la asociacion
de tensioactivos idnicos y no iénicos con el objeto de preparar sistemas lipidicos
particulados, encontrando que la estabilizacion por cargas Unicamente, no es

suficiente. Por su parte, Quintanar y col. (2005) evaluaron dispersiones de PVA
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como agente estabilizante obteniendo sistemas dispersos estables hasta por 30

dias, con tamafos de particula entre 225-300 nm.

Sin embargo, el efecto de la viscosidad de las dispersiones debe analizarse con
precaucion. Si bien es necesaria una viscosidad que evite la separacion de las
particulas a causa de la diferencia de densidades entre el medio disperso y el
dispersante, elevadas concentraciones del agente estabilizante podrian conducir
a un aumento exagerado en la viscosidad de la fase acuosa, lo que afectaria
desfavorablemente la difusion del solvente en el agua y como consecuencia,
facilitaria la coalescencia de las gotas de emulsion dando como resultado

particulas de mayor tamafio.

Con el propésito de verificar esta hipétesis, en la presente investigacion se evalué
el efecto de la concentracion del agente estabilizante (PLX y PVA) sobre el
comportamiento de tamafio de las particulas preparadas a partir de GDS y de
SAlc. Como se deduce a partir de los datos reportados en la Tabla 4-8, las
dispersiones de PVA, caracterizadas por una elevada viscosidad (4% p/v; n: 3.5
cps; Swati y col., 2009), permiten tamafios de particula mas grandes, aunque con
mejor distribucion de tamafio y estabilidad fisica en el tiempo, si se les compara
con los sistemas particulados preparados utilizando PLX como agente

estabilizante (4 % p/v; n: 2.0cps; Swati y col., 2009).

Igualmente, como se observa en la Figura 4-5, la eficiencia del agente
estabilizante parece ser la resultante de la influencia de la viscosidad de la fase
acuosa y de la densidad del material lipidico. A concentraciones inferiores al 5 %,
independientemente del lipido, PLX forma dispersiones de particulas
caracterizadas por una elevada polidispersidad. Por encima del 5 %, la densidad
del lipido parece marcar una diferencia en el desempefio del PLX como
estabilizante. Asi, el tamafo de las particulas preparadas a partir de GDS, el cual
tiene una densidad mayor que SAlc (entre 0.8 y 1.2 g/ml y alrededor de 0.8 g/ml,
respectivamente), parece no ser sensible a la dificultad de difusién del solvente
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organico que supone una elevada viscosidad de la fase acuosa, derivada de un
incremento en la concentracion del agente estabilizante. Por el contrario, el
comportamiento observado para SAlc, el lipido de menor densidad, revela que el
tamafio de la particula incrementa a medida que la concentracion de PLX
incrementa, sugiriendo que en estos casos la dificultad de difusion del solvente y
la baja densidad del lipido podrian facilitar la coalescencia de las gotas de

emulsién.

Figura 4-5: Influencia de la concentracion del agente estabilizante sobre el tamafio de
particula.
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De otro lado, aunque se observan tendencias similares cuando se trabaja con
PVA como agente estabilizante, debido a que las viscosidades de las
dispersiones acuosas de PVA son mayores que las de PLX, el tamafio de
particula resulta menos sensible a los cambios debidos a la concentracion del
agente estabilizante o a la densidad del lipido. En efecto, como se presenta en la
Tabla 4-8, no se evidencio una diferencia importante en los tamafos de particula
cuando se emplearon PVA (5%, p/v) como estabilizante y GDS y SAlc como

lipidos. Aun asi, es posible observar que aunque el tamafio de particula no varia
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de forma importante cuando la concentracion de PVA se incrementa desde 1%
p/v hasta 10% p/v, el PDI si depende de la concentracion de PVA. A una
concentracion de 1% p/v, la formacion de la particula presenta dificultades que se
reflejan en un valor de PDI cercano a 0.3; al aumentar la concentracion al 5%p/v
el PDI disminuye considerablemente (0.19). No obstante, el aumento exagerado
de la viscosidad del sistema afecta la etapa de difusién, tal y como ha sido
reportado en estudios de preparacion de particulas poliméricas por el mismo

método (Han y col., 2008; Feczkd y col., 2008; Zambrano y col., 2011).

b. Influencia de las condiciones de operacion sobre el tamafio y la
polidispersidad de las particulas

Entender la emulsificacion-difusion como estrategia para la preparacion de
particulas lipidicas requiere, ademas de conocer la influencia de los materiales de
partida sobre las propiedades de las particulas, identificar el efecto de las
condiciones de operacion. Para tal fin, en la presente tesis se investigé el efecto
sobre el comportamiento de tamafio de las particulas, de la proporcion de fase
organica respecto a la fase acuosa, la velocidad y el tiempo de emulsificacién y la
temperatura y su velocidad de agitacion durante la fase de dilucion. En este
estudio, los materiales de partida y sus concentraciones correspondieron a lo
indicado en la férmula estandar (Tabla 4-5). Sin embargo, teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el estudio del efecto del agente estabilizante, se sustituyo
PLX por PVA. Esto permitid obtener dispersiones de particulas con menores
indices de polidispersidad (Tabla 4-9).

Respecto a la proporcion de fase organica/acuosa, esta variable resulta de interés
en la presente investigacion debido a que podria determinar la eficiencia con la

gue la fase organica es dispersada en la fase acuosa y como consecuencia,
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podria influir en el tamafio de particula final. Los resultados presentados en la
Figura 4-6 confirman este supuesto. A bajas proporciones de fase organica
(0.125:1), se observan los mayores tamafos de particula e indice de
polidispersidad, lo que sugiere alguna dificultad para la distribucibn homogénea
de la fase organica en la acuosa. Al incrementar la proporcién de fase organica
desde una relacion 0.25:1 hasta 1:1, no se observa diferencia en los tamafios de

particula e indice de polidispersidad.

Tabla 4-9:
Resultados de la Influencia de las condiciones de operacién sobre el tamafio la
polidispersidad y el potencial zeta de las particulas.

Parametro estudiado Condiciones de las variables asociadas al método de preparacién Tamario de PDI Potencial zeta
Volumen de Velocidad de  Tiempo de Temperatura de Velocidad de agitacién particula (nm) (mv)
solvente organico emulsificacién emulsificacion la fase de durante la etapa de
(ml) (rpm) (min) dilucién (°C) dilucién (rpm)

Relacién de fases (O/W) 5 11,200 10 TL 750 546 + 80 0.252 -24+04
10 11,200 10 TL 750 355+ 12 0.194 -5.7+0.8
15 11,200 10 TL 750 404 £121 0.232 -2.3+0.8
20 11,200 10 TL 750 359 + 100 0.244 -1.5+0.2
30 11,200 10 TL 750 214+3 0.138 -28+18
40 11,200 10 TL 750 286 + 54 0.246 -25+14

Velocidad de emulsificacion 10 3,200 10 TL 750 944 £ 720 0.215 -1.9+03
10 7,200 10 TL 750 775+ 87 0.233 -24+04
10 11,200 10 TL 750 355+ 12 0.194 -57+0.8
10 15,600 10 TL 750 208+8 0.145 -1.8+1.0
10 20,000 10 TL 750 1487 0.146 -13+1.1
10 24,000 10 TL 750 149+ 2 0.205 -1.3+£0.5

Tiempo de emulsificacién 10 11,200 25 TL 750 705 + 139 0.169 -56+1.8
10 11,200 5 TL 750 500 + 64 0.252 -3.7+1.1
10 11,200 75 TL 750 4117 0.175 -1.8+1.0
10 11,200 10 TL 750 355+ 12 0.194 -5.7+0.8
10 11,200 125 TL 750 366 + 48 0.305 -28+0.2
10 11,200 15 TL 750 332+23 0.312 -3.6+1.4

Temperatura de la fase de 10 11,200 10 20 750 355+ 12 0,194 -5.7+0.8

dilucién 10 11,200 10 30 750 348 + 11 0.151 -3.0+£0.9
10 11,200 10 40 750 441 32 0.335 -47+16
10 11,200 10 50 750 430 + 66 0.247 -53+13
10 11,200 10 60 750 470 £ 116 0.246 61+ 15

Velocidad de agitacion 10 11,200 10 TL 0 353+12 0.159 -26+0.9

durante la etapa de dilucién 10 11,200 10 TL 750 355+ 12 0.194 -57+0.38
10 11,200 10 TL 1,500 333+ 26 0.124 -24+09

*Los materiales de partida se mantuvieron constantes en todos los ensayos. Tipo y cantidad de lipido (GDS, 0.2 g), solvente organico (EtAc, 10 ml), tipo y concentracién de agente
estabilizante (PVA, 5%).
TL = temperatura ambiente 18 + 2°C,

La anterior explicacion se corrobora si se tienen en cuenta los resultados
presentados en la Figura 4-6, a partir de los que se concluye que a bajas fuerzas
de corte el proceso de emulsificacion no es eficiente, dando lugar a tamafnos
cercanos a los 900 + 700 nm y a valores de PDI de 0.215 cuando se trabaja por

ejemplo, a velocidades de emulsificacion de 3200 rpm. A medida que se
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incrementa la velocidad de emulsificacion, los tamafios de particula disminuyen y
las distribuciones de tamafio son menores. Asi, a una velocidad de emulsificacion
de 11200 rpm el tamafio de particula es de 355 + 12 nm y el valor de PDI de
0.194. Sin embargo, como se observa en la misma figura, la eficiencia de la
emulsificacion a causa del incremento en la velocidad de emulsificacion, tiene un
limite ya que al incrementar la velocidad de emulsificacién por encima de las
15600 rpm, la variacion en el tamafio y la dispersion de las particulas no es

relevante.

Un comportamiento similar se obtuvo al estudiar la influencia del tiempo de
emulsificacidon (Figura 4-6). Durante los primeros minutos, el sistema no logra una
emulsificacion adecuada dando como resultado tamafos cercanos a los 700 nm
con un PDI de 0.17 al emulsificar durante 2.5 min. Al incrementar el tiempo de
emulsificacion, los tamafios de particula y los valores de PDI disminuyeron hasta
un limite de 10 min de tiempo de emulsificacion a partir del cual no se observa

una influencia relevante.

De otro lado, el presente estudio consideré la temperatura y el volumen de la fase
de dilucion como variables operativas de interés, teniendo en cuenta que
hipotéticamente podrian influenciar la eficiencia de difusién del solvente organico
hacia la fase acuosa. En este sentido, es posible que al incrementar la
temperatura del medio de dilucion, se disminuyan la viscosidad y la tension
superficial del medio acuoso. Igualmente, podria incrementarse la solubilidad del
solvente organico en el agua. En conjunto, esto favoreceria la formacion de
particulas de menor tamafio. Sin embargo, el aumento de la temperatura también
podria afectar la estabilidad del sistema promoviendo fenémenos de coalescencia
o0 de agregacion debido a que se puede disminuir la viscosidad del medio
estabilizante o debilitar la estructura de la particula por un ablandamiento cuando

se trabaja a temperaturas proximas al punto de fusién del lipido.
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Figura 4-6: Influencia de las condiciones asociadas al método emulsificacion-difusion en
el comportamiento de tamafio y polidispersidad de las particulas lipidicas
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, se observa una
ligera relacion directa entre el tamafo de particula y la temperatura del medio de
dilucion, lo que favorece la segunda hipotesis planteada, es decir, el incremento
de la temperatura puede afectar la estabilidad del sistema. Asi, como se presenta
en la Figura 4-6, al trabajar a temperaturas cercanas al punto de fusién del GDS
(50 — 60°C; Rowe y col.,, 2009), el tamafio de la particula aumenta. Estos
resultados no coinciden con los reportados por Quintanar y col. (2005) quienes
encontraron que a medida que se aumenta la temperatura de la fase de dilucion,
el tamafio de particula disminuye debido, segun dichos investigadores, a que este
aumento en la temperatura aumenta la velocidad de difusion del solvente
organico a la fase de dilucién. Asi, a una temperatura de 60°C en tales estudios

se obtuvieron particulas con tamafios inferiores a los 100 nm.

De forma complementaria se evalu6 el efecto de la velocidad de agitacion durante
la etapa de dilucion. Los resultados obtenidos evidencian que este no es un factor
determinante en la formacion de la particula, pues en ausencia de agitacion
logran tamafos de particula de 353 = 12 nm y mayores fuerzas de corte (1500
rpm) dan lugar a tamafios de particula de 333 + 26 nm.

Esto contribuye a apoyar la conclusion acerca de que el efecto de la etapa de
dilucion sobre el tamafio de particula esta estrechamente ligado a si se favorece o
no la estabilidad del sistema. Los resultados evidencian que una vez garantizada
dicha estabilidad, la condicion de agitacion durante la dilucion no define el tamafio
de la particula.
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4.2.2 Influencia de los materiales de partida y de las condiciones de
operacion sobre el potencial zeta de las particulas

En términos generales, el potencial zeta de las particulas lipidicas puede
relacionarse directamente con la estabilidad de las dispersiones coloidales y con
el desempefio in vivo de este tipo de transportadores de moléculas activas. En
este Ultimo caso, particulas cargadas positivamente podrian tener una mejor
adherencia a las membranas celulares, caracterizadas por su carga negativa
(Calvo y col., 1997; Luck y col., 1998, Owens y Peppas 2006; Prego y col., 2006).

Para el caso de las particulas lipidicas obtenidas en el presente estudio, fue de
interés investigar la influencia de los factores asociados a la formulacion y al
método de preparacion, sobre su comportamiento electrocinético. Como se
observa a partir de los resultados ya reportados, la naturaleza del solvente
organico (Tabla 4-7) y las condiciones de operacion propias del método de
preparacion (Tabla 4-9) no tienen incidencia sobre el potencial zeta de las
particulas. Por el contrario, la naturaleza tanto del material lipidico como del
agente estabilizante (Tabla 4-6) determina la densidad de carga de las particulas
lipidicas, obteniéndose los mayores valores de potencial zeta cuando se preparan

particulas a partir de SAc utilizando como agente estabilizante PLX (Tabla 4-6).

Desde un punto de vista teorico, el potencial zeta de las particulas es originado
por la ionizacion de grupos en la superficie de la particula o por el atrapamiento o
adsorcion de moléculas cargadas en la superficie de la particula (Hiemenz y col.,
1997).

Evidentemente, de los materiales lipidicos estudiados, el SAc posee la mayor
cantidad de grupos ionizables, los que provienen de los acidos grasos que lo
componen. A las condiciones de pH utilizadas para el desarrollo de los diferentes
experimentos (pH 6.4 + 0.2), dichos acidos grasos deberian estar parcialmente

disociados exponiendo los grupos carboxilato (COO-; pKa 4.95) en la superficie,
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conduciendo a un leve aumento en el potencial zeta. Sin embargo, el mecanismo
de efecto estérico por medio del cual el PLX estabiliza las dispersiones coloidales,
podria dificultar que tales cargas se exhiban completamente y como
consecuencia, que los valores observados sean relativamente bajos (menores de
30 mV), insuficientes para la estabilizacion del sistema por efecto electrostatico
(Hunter y col., 1981).

Este efecto es mas evidente al utilizar PVA como agente estabilizante en donde
independientemente del material lipidico, se observan valores de potencial zeta
cercanos a la neutralidad (alrededor de -5 mV). Como se ha discutido y como
también lo proponen Rosenblatt y col. (2009), estos resultados pueden ser
explicados porque PVA forma una capa protectora alrededor de las gotas de
emulsion evitando su coalescencia y luego impidiendo la agregacion de las
particulas en suspension. Es posible que la mayor viscosidad de las dispersiones
acuosas de PVA guarde relacion con la formacion de una capa mas compacta
(més viscosa) alrededor de la particula, lo que a diferencia de PLX, no permite

detectar diferencias segun el lipido utilizado como material de partida.

Para demostrar experimentalmente lo anterior, en el presente estudio se evalud la
estabilidad coloidal de particulas lipidicas preparadas a partir de GDS, utilizando
EtAc como solvente organico y PLX o PVA como agentes estabilizantes. Para tal
fin se llevd a cabo el ensayo de agregacion inducida con sulfato de sodio
(Na,SO,4) propuesto por Avgoustakis y col. (2003), en el que se evalua el
comportamiento de agregacion del sistema disperso frente a concentraciones
crecientes de electrolitos. Teniendo en cuenta que la proteccion de PLX y PVA
frente a la atraccion de las particulas lipidicas se fundamenta en la fuerza de
repulsion originada por el efecto estérico a causa del hinchamiento en agua de las
cadenas poliméricas que rodean la particula, entre mas eficiente sea dicho efecto
estérico el sistema aceptara la adicion de concentraciones mayores de electrolito

sin evidenciar fenébmenos de agregacion (frecuentemente denominados de
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coagulacion). Tales fenbmenos de agregacion podrian ser ocasionados por la
competencia entre los iones sodio y las fracciones hidrofilicas del agente
estabilizante, por el agua disponible. Asi la fraccién hidrofilica de los polimeros
podria verse parcialmente deshidratada por lo cual se contrae disminuyendo su
capacidad como estabilizante haciendo evidente la agregacion de las particulas
(Mora y col., 2012). La concentracion de electrolitos a la que se evidencia la
agregacion de los sistemas particulados es denominada la concentracion critica

de coagulacion.

Como se observa en la Figura 4-7, las concentraciones criticas de coagulacion
para las dispersiones de particulas bajo estudio fueron de 0.7M de sulfato de
sodio, independientemente de si el agente estabilizante es PLX o PVA. Sin
embargo, llama la atencion que el comportamiento de estos dos estabilizantes, es
diferente. Mientras que las dispersiones preparadas con PLX evidencian una total
agregacion del sistema particulado, lo que se ve reflejado en la transparencia del
agua sobrenadante, las dispersiones preparadas con PVA conservan alguna
turbidez, aln a las concentraciones mas elevadas de electrolito. Probablemente,
esto es debido a algun tipo de afinidad entre el PVA vy el lipido. A manera de
hipotesis, podria pensarse que el PLX al ser un copolimero de bloque podria
tener una menor interaccion con el lipido que la que tendria PVA cuya unidad
monomérica es significativamente mas pequefia. Sin embargo, para lograr algun
avance al respecto es necesario el desarrollo de experimentos mas dirigidos, que
permitan determinar la cantidad de polimero estabilizante adsorbido en la
superficie de la particula, como aquellos realizados por Murakami y col (1997) en
sus investigaciones sobre el efecto estabilizante de PVA cuando se preparan
particulas poliméricas a base de poli-e-caprolactona. El disefio y la
estandarizacion de tales experimentos, supera el alcance de la presente
investigacion pero abre posibilidades de investigacién para profundizar en el

entendimiento de la estabilidad de los sistemas lipidicos nanoparticulados.
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Figura 4-7: Agregacion inducida por la adicion de Na,SO, en particulas lipidicas
preparadas por la método de emulsificacion-difusién, utilizando diferentes agentes
estabilizantes.

Particulas lipidicas preparadas por el método de emulsificacion-difusion - PVA
Na,S0O, concentracién (M)
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Na,SO, concentracién (M)

4.2.3 Una aproximacion al mecanismo de formacion de las particulas
sélidas lipidicas preparadas por el método de emulsificaciéon-
difusién

Como se mencion6 en el marco teérico, hasta la fecha se han postulado dos
mecanismos que permiten explicar la formacion de particulas lipidicas por el
método de emulsificacion-difusion. En sintesis, el primero de ellos fue propuesto
por Quintanar y col. (2005) y se fundamenta en las propiedades fisicoquimicas del
solvente organico y la fase acuosa, mas puntualmente sus tensiones
superficiales. Asi, la diferencia entre las tensiones superficiales del solvente que
forma parte de la gota de emulsién y la fase acuosa, originaria la fragmentacion
continua de cada gota de emulsion hasta un punto en donde la diferencia de
tensiones superficiales es insignificante, el solvente difunde hacia el agua y el
lipido precipita en forma de particula. Este mecanismo es conocido también como
el efecto Gibbs—Marangoni. El segundo mecanismo fue propuesto por Moinard y
col. (2008), fundamentado en sus estudios acerca de la relacién proporcional que
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existe entre el tamafio de gota de la emulsion y el tamafio de la particula. Sobre
esta base, dichos investigadores proponen que el tamafio de la particula es
definido en la etapa de emulsificacion, es decir, todas las variables que
determinen la eficiencia de la emulsificacién, determinaran también el tamafio de

la particula.

De acuerdo con lo anterior, resulta interesante para el presente trabajo de
investigacion analizar a la luz de los resultados obtenidos, cuél de las dos

aproximaciones mecanisticas podria ser la mas adecuada.

Suponiendo como valida la teoria Gibbs—Marangoni, las propiedades
fisicoquimicas de los solventes empleados (tension superficial, viscosidad, etc.)
determinarian la fragmentacion de las gotas de emulsion y por lo tanto el tamafio
de las particulas. Esto fue evidente en el caso de BA. Igualmente, parece existir
una relacion entre la solubilidad en agua de EtAc, MetAc y MEK, y el tamafio de
particula, la que podria encontrar una explicacion en su efecto sobre las

tensiones superficiales entre la fase organica y la acuosa.

De otro lado, los estudios acerca de la afinidad quimica entre los materiales de
partida demuestran que la relacion lipido—solvente organico es decisiva en
términos de la facilidad de difusién del solvente hacia la fase acuosa. De esta
forma, cualquier factor asociado a los componentes de la formulacién que afecte
la velocidad de difusion del solvente afectar4 también el mecanismo Gibbs-

Marangoni.

Sin embargo, los resultados de tamafio de particula cuando se utiliza PLX o PVA
como agentes estabilizantes contradicen el postulado de la teoria Gibbs-
Marangoni. En este estudio, los menores tamafios de particula se lograron
cuando PLX era el agente estabilizante. A diferencia de PVA, PLX es un agente
tensioactivo para el que es previsible que reduzca en mayor grado la tension
superficial de la fase acuosa. Si la teoria Gibbs-Marangoni fuera el mecanismo
predominante, dicha reduccion de tension superficial reduciria también la

diferencia de tension superficial con el solvente organico y en consecuencia, se
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obtendrian los tamafios de particula mayores, lo que no ocurrié en la presente

investigacion.

Igualmente, al incrementar la temperatura de la fase de dilucién, se espera que la
diferencia de tensiones superficiales entre el solvente organico y la fase acuosa
disminuya y por lo tanto se esperaria que el tamafio de las particulas aumente en
relacion directa con la temperatura. Sin embargo, los resultados obtenidos que
evidencian que la temperatura de la fase de dilucién no tiene efecto sobre el

tamafio de la particula, cuestionan la aplicabilidad del efecto Gibbs-Marangoni.

De otro lado, el mecanismo que sugiere que a partir de cada gota de emulsion se
forma una particula es respaldado por los resultados experimentales de este
trabajo, fundamentalmente cuando se investigo la incidencia de las variables de
proceso sobre el tamafio de particula. Es claro que la velocidad de emulsificacion
y el tiempo de emulsificacion determinan el tamafio de particula. Igualmente, al
utilizar materiales lipidicos con alguna caracteristica emulsificante, el tamafio de
las particulas disminuyd en comparacion con otros lipidos que no exhibian este
tipo de comportamiento (lo que de cierta manera también contradice las
predicciones segun la teoria Gibbs-Marangoni). De hecho, los cambios de tamafio
de particula observados al cambiar la condicién de trabajo son significativamente
mas evidentes que aquellos que se lograron cuando por ejemplo, la afinidad
lipido-solvente orgénico sugeria que el efecto Gibbs-Marangoni podria estar

presente.

De acuerdo con lo anterior, en la presente tesis se descarta el mecanismo que se
basa unicamente en el efecto Gibbs—Marangoni. La evidencia experimental
sugiere que la manipulacién de las variables operacionales asociadas al método
de preparacion, son las que deben considerarse en la definicion y en la
estandarizacion de las condiciones de trabajo que permitan obtener un tamafo de

particula deseado.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

En la presente investigacion se llevd a cabo un estudio sistematico de la
influencia de los materiales de partida y las variables asociadas al proceso de
emulsificacion-difusion, sobre las caracteristicas de tamafio y potencial zeta de
particulas lipidicas. Asi, se identificaron como factores determinantes la velocidad
de emulsificacién y el tiempo de emulsificacion, es decir, aguellos que estan

relacionados de forma directa en la eficiencia del proceso de emulsificacién.

Respecto al efecto de los materiales de partida, se concluye que las particulas
preparadas a partir de GDS como lipido, EtAc como solvente organico y PLX
como estabilizante, presentan los menores tamafios de particula y que el uso de
MEK, MetAc y EtAc como solventes organicos, empleando como lipidos SAc y
SAlc, no evidencia diferencias en el tamafio de las particulas. El empleo de
solventes organicos que no permitan su facil difusion en la fase de dilucién (como
por ejemplo BA) da lugar a particulas de gran tamafio con un elevado PDI. De
otro lado, los tensioactivos iGnicos no son adecuados para la preparacion de
particulas lipidicas. Para este tipo de sistemas se requieren agentes
estabilizantes tales como PLX y PVA, siendo el primero mas eficiente en la
disminucién del tamafio y el segundo, en la estabilizacion de las dispersiones.
Ambos agentes estabilizantes actian mediante un mecanismo estérico que para

el caso de PLX resulta mas sensible a la adicién de electrolitos.
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Finalmente, y considerando todos los resultados obtenidos, aunque se demuestra
la validez del parametro de solubilidad como una herramienta para el disefio
racional de particulas lipidicas, que permite proponer y predecir la interaccion de
los materiales de partida en las caracteristicas finales de las particulas, en el
presente trabajo de investigacion se favorece la hipétesis de que cada particula
lipidica se origina a partir de cada gota de emulsién formada en la etapa de
emulsificacién y que son las variables asociadas a dicha etapa, las que deben ser
consideradas para el disefio de particulas que satisfagan un requisito especifico

de tamarnio.

5.2 Recomendaciones

El presente estudio significa un avance para el Grupo de Investigacion en
Desarrollo y Calidad de Productos Farmacéuticos y Cosméticos — GIDECA,
respecto al entendimiento y a la identificacion de los factores determinantes para
definir las caracteristicas de particulas lipidicas preparadas por el método de
emulsificacién-difusion. Esto abre la puerta a nuevas investigaciones tanto
basicas como aplicadas, dirigidas al fin Gltimo de disefiar productos y procesos

gue sean transferibles al sector industrial.

Respecto a la investigacion basica, los proximos pasos a seguir deben orientarse
hacia el estudio de la interaccién lipido — agente estabilizante, ya que si bien es la
base para la estabilizacion de este tipo de sistemas coloidales, podria tener
repercusiones significativas respecto a la purificacion de las particulas. En
adicién, es bien conocido que elevadas concentraciones de agentes tensioactivos
como las utilizadas en este estudio, podrian generar respuestas adversas en
seres vivos. De otro lado, aun no se tiene claridad acerca de como la estructura y

la reologia de las dispersiones de particulas lipidicas determina los fenbmenos de
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gelaciéon reportados en la literatura. En adicion, el trabajo en este tema también
debe dirigirse hacia el conocimiento de las particulas lipidicas como
transportadores de moléculas activas. Asi, una etapa subsecuente se debe
contribuir a dar respuesta a preguntas relacionadas con la organizacion
estructural y el sitio exacto en donde podrian localizarse las moléculas activas
gue sean eventualmente incorporadas en la matriz de particulas lipidicas. Con
este proposito se debe avanzar en la aplicacion de técnicas de caracterizacion de
materiales para determinar, entre otros, el grado de cristalinidad (p.ej.,
difractometria de rayos X), las temperaturas y entalpias de fusién (p.€j.,
calorimetria diferencial de barrido) y la organizacion estructural interna (p.ej.,

resonancia magnética nuclear *H NMR y *C NMR).

De otro lado, desde el punto de vista de la investigacion aplicada, este trabajo
puede debe ser continuado con la evaluacion de la estabilidad de este tipo de
material particulado, tanto al estado so6lido como en dispersion. Igualmente, es
necesario identificar estrategias para incorporar estos materiales en vehiculos de
interés para el disefio de productos farmacéuticos y cosméticos. Una vez se
disponga de la informacién aportada por las investigaciones anteriormente
propuestas, es recomendable proceder a evaluar el rendimiento y posibilidades
de escalamiento del método considerando su posible implementacion en el

desarrollo sostenible de productos que involucren este tipo de tecnologia.
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ANEXOS

Anexo 1: Datos primarios de la influencia de la concentracién de GDS en cuanto al tamafio y el PDI de las particulas.

Influencia de la concentracién de GDS

GDS (0.1g) GDS (0.25g) GDS (0.5g) GDS (0.750g) GDS (1g) GDS (1.59)
Numero de NUmerode Tamafiode PDI Tamafiode PDI Tamarfiode PDI Tamafiode PDI Tamafiode PDI Tamarfiode PDI
replica mediciones  particula particula particula particula particula particula
1 1 126 0.259 153 0.123 198 0.149 220 0.1660 289 0.133 488 0.354
2 124 0.267 151 0.104 199 0.128 217 0.1390 278 0.160 664 0.294
3 126 0.278 150 0.129 201 0.121 218 0.1070 288 0.164 532 0.326
4 127 0.246 151 0.140 199 0.161 217 0.1080 276 0.145 545 0.312
5 125 0.265 153 0.131 201 0.110 216 0.1520 271 0.143 647 0.283
2 1 137 0.297 163 0.150 210 0.130 213 0.0660 241 0.151 630 0.345
2 130 0.301 162 0.113 205 0.121 208 0.1890 239 0.150 428 0.335
3 136 0.312 164 0.085 201 0.110 211 0.1090 236 0.167 466 0.333
4 137 0.338 162 0.109 200 0.110 207 0.1500 242 0.176 543 0.385
5 142 0.297 163 0.118 204 0.141 212 0.1310 241 0.096 469 0.265
3 1 117 0.173 164 0.181 186 0.157 211 0.1560 244 0.098 271 0.148
2 116 0.168 164 0.176 184 0.099 212 0.1410 253 0.111 246 0.204
3 117 0.154 162 0.205 186 0.147 213 0.1340 250 0.167 283 0.161
4 116 0.169 162 0.187 188 0.144 208 0.0910 247 0.174 248 0.144
5 117 0.175 158 0.195 188 0.071 214 0.1400 251 0.141 271 0.139
Promedio 126 0.247 159 0.143 197 0.127 213 0.132 256 0.145 449 0.269
DesvEst 8.7 0.062 5.4 0.037 8.2 0.024 4.0 0.031 18.5 0.026 150.8 0.086
%CV 6.9 25.2 3.4 26.0 4.1 19.2 1.9 23.7 7.2 17.8 33.6 32.1
IC 95% 4.8 0.034 3.0 0.021 45 0.013 2.2 0.017 10.3 0.014 83.5 0.048
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Anexo 2: Datos primarios de la influencia de la concentracion de SAlc en cuanto al tamafio y el PDI de las particulas.

Influencia de la concentracion de SAlc

SAlc (0.19g) SAlc (0.259) SAlc (0.59) SAlc (19) SAlc (1.59)

NUumero de Nimerode Tamafiode PDI Tamarfiode PDI Tamarfo de PDI Tamafiode PDI Tamafiode PDI

replica mediciones particula particula particula particula particula

1 1 329 0.123 370 0.074 294 0.092 304 0.217 264 0.139
2 332 0.158 367 0.159 289 0.127 313 0.168 273 0.104
3 322 0.161 359 0.098 297 0.031 307 0.213 271 0.128
4 330 0.199 365 0.142 297 0.164 313 0.110 265 0.113
5 337 0.099 371 0.105 289 0.111 303 0.207 276 0.114

2 6 363 0.110 346 0.197 328 0.060 302 0.214 341 0.122
7 367 0.016 332 0.094 335 0.071 303 0.141 333 0.113
8 358 0.046 342 0.127 335 0.005 299 0.217 326 0.111
9 365 0.025 330 0.130 330 0.036 314 0.286 329 0.137
10 367 0.081 334 0.192 331 0.081 296 0.193 325 0.106

3 11 360 0.114 356 0.218 325 0.077 279 0.229 314 0.128
12 369 0.124 358 0.139 328 0.141 284 0.207 315 0.086
13 363 0.074 341 0.159 325 0.085 292 0.224 309 0.087
14 360 0.016 355 0.220 334 0.037 284 0.174 307 0.048
15 360 0.035 352 0.193 324 0.077 292 0.187 311 0.067
Promedio 352 0.092 352 0.150 317 0.080 299 0.199 304 0.107
DesvEst 16.8 0.057 13.9 0.046 18.1 0.043 11.1 0.041 26.8 0.025
%CV 4.8 61.8 3.9 31.0 5.7 54.5 3.7 20.5 8.8 23.9
IC 95% 9.3 0.031 7.7 0.026 10.0 0.024 6.2 0.023 14.8 0.014
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Anexo 3: Datos primarios de la influencia de la concentracion de SAc en cuanto al tamafio y el PDI de las particulas.

Influencia de la concentracion de SAc

SAc (0.1q) SAc (0.25q) SAc (0.50) SAc (1q) SAc (1.50)

NUumero de Nimerode Tamafiode PDI Tamafio de PDI Tamarfio de PDI Tamafiode PDI Tamafiode PDI

replica mediciones particula particula particula particula particula

1 1 465 0.211 410 0.071 406 0.117 389 0.068 345 0.101
2 539 0.169 406 0.046 413 0.136 389 0.002 339 0.061
3 453 0.217 398 0.009 404 0.082 392 0.026 364 0.124
4 473 0.206 394 0.090 376 0.141 364 0.193 335 0.052
5 472 0.254 403 0.063 407 0.087 382 0.119 346 0.119

2 1 482 0.165 369 0.126 388 0.157 404 0.093 411 0.155
2 468 0.196 359 0.111 502 0.088 392 0.072 402 0.100
3 504 0.169 364 0.062 483 0.183 390 0.054 384 0.120
4 522 0.110 362 0.098 516 0.079 384 0.094 391 0.155
5 524 0.174 370 0.115 349 0.089 381 0.065 381 0.097

3 1 488 0.087 384 0.011 369 0.138 419 0.180 475 0.107
2 435 0.166 361 0.160 357 0.057 420 0.179 435 0.141
3 465 0.078 380 0.018 338 0.043 493 0.159 467 0.094
4 459 0.122 368 0.102 344 0.135 449 0.091 441 0.057
5 435 0.155 376 0.058 358 0.034 408 0.16 450 0.146
Promedio 479 0.165 380 0.076 401 0.104 404 0.104 398 0.109
DesvEst 31 0.0 18 0.044 57 0.043 32 0.059 a7 0.034
%CV 6.6 29.873 47 58.2 14.3 41.6 7.9 57.0 11.9 31.0

IC 95% 17.4 0.027 9.8 0.024 317 0.024 17.7 0.033 26.2 0.019
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Anexo 4. Datos primarios de la influencia de la naturaleza y concentracion de los lipidos evaluados (GDS, SAlc y SAc)
en cuanto al potencial zeta de las particulas.

Influencia de la concentracién de GDS Influencia de la concentracién de SAlc Influencia de la concentracién de SAc
GDS (0.1g) GDS (0.25g) GDS (0.5g) GDS (0.75g) GDS (1g) GDS (1.5g) SAlc (0.1g) SAlc (0.5g) SAlc (1g) SAlc (1.59) SAc (0.1g) SAc (0.5g) SAc (1g) SAc (1.5g)
Numero de NUumerode Potencialz Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial Potencial Potencial z

replica mediciones  (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) z (mV) z (mV) (mV)
1 1 -13.8 -12.6 -9.3 -10.0 -10.8 -14.9 -9.0 -15.8 -13.5 -15.4 -27.0 -16.4 -22.3 -22.9
2 -13.0 -11.8 -9.2 -10.5 -11.9 -14.4 -9.3 -16.4 -13.3 -15.2 -27.5 -14.6 -21.9 -23.1
3 -11.3 -12.6 -9.4 -10.6 -11.0 -16.2 -9.0 -16.0 -13.6 -15.8 -26.2 -15.4 -22.0 -23.4
4 -11.6 -13.0 -9.4 -10.7 -11.7 -13.0 -8.4 -16.9 -14.0 -16.9 -25.5 -15.2 -22.4 -23.2
5 -11.5 -13.2 -9.9 -10.8 -10.6 -12.5 -8.6 -16.9 -13.7 -18.4 -25.3 -14.3 -21.9 -23.2
2 1 -15.8 -8.6 -18.1 -13.8 -13.7 -9.4 -15.7 -15.5 -11.9 -12.4 -21.2 -24.0 -21.7 -17.8
2 -13.9 -9.2 -21.1 -12.9 -13.0 -10.2 -15.8 -15.2 -12.4 -12.8 -20.1 -23.4 -21.2 -18.0
3 -14.9 -10.3 -19.6 -13.5 -12.2 -9.5 -19.3 -15.7 -12.7 -12.8 -20.9 -24.1 -22.2 -16.9
4 -16.5 -10.3 -20.8 -14.2 -12.9 -28.3 -17.5 -16.0 -13.6 -12.4 -19.8 -24.0 -21.9 -17.6
5 -15.6 -8.3 -18.1 -13.6 -12.9 -28.7 -17.0 -16.7 -13.8 -13.0 -20.4 -22.6 -21.9 -17.5
3 1 -11.0 -11.3 -13.0 -6.9 -8.9 -17.9 -16.1 -16.7 -14.1 -15.2 -15.4 -23.3 -22.4 -23.3
2 -10.2 -10.6 -12.5 -7.6 -9.1 -18.0 -17.3 -17.3 -16.0 -14.6 -15.8 -23.2 -22.2 -22.9
3 -12.0 -13.5 -11.7 -7.8 -9.3 -20.8 -17.1 -17.9 -16.5 -13.9 -14.4 -23.7 -22.3 -22.8
4 -10.2 -14.9 -11.6 -7.1 -8.8 -17.5 -17.0 -18.2 -16.3 -12.8 -14.5 -23.0 -23.1 -234
5 -9.2 -11.4 -14.0 -7.3 -8.9 -18.2 -20.9 -18.8 -16.5 -12.2 -14.9 -22.7 -21.2 -23.1
Promedio -12.7 -11.4 -13.8 -10.5 -11.1 -16.6 -14.5 -16.7 -14.1 -14.3 -20.6 -20.7 -22.0 -21.3
DesvEst 2.3 19 45 2.7 1.7 5.9 4.4 1.0 15 1.9 4.8 4.1 0.5 2.7
%CV 17.9 16.7 324 25.6 15.6 355 30.0 6.2 10.6 13.1 234 19.6 2.2 12.8

IC 95% 13 11 25 15 1.0 3.3 24 0.6 0.8 1.0 27 22 0.3 15
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Anexo 5: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del solvente organico sobre el tamafio y el PDI de las
particulas empleando EtAc.

Influencia del solvente organico (MEK)
NuUmero de replica Numero de mediciones  Tipo de lipido

GDS (0.19) SAlc (0.19) SAc (0.19)
Tamafio de  PDI Tamafiode PDI Tamafio de  PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm)
1 1 241 0.114 387 0.044 519 0.079
2 235 0.072 394 0.070 525 0.041
3 234 0.093 391 0.092 506 0.062
4 236 0.069 389 0.071 510 0.021
5 234 0.103 380 0.112 510 0.102
2 1 260 0.041 387 0.022 516 0.066
2 264 0.137 378 0.050 517 0.006
3 263 0.178 384 0.033 521 0.123
4 261 0.124 379 0.020 523 0.010
5 262 0.139 372 0.127 523 0.061
3 1 276 0.121 415 0.018 542 0.054
2 275 0.108 412 0.068 538 0.005
3 272 0.228 405 0.025 537 0.053
4 265 0.135 402 0.069 510 0.036
5 272 0.103 405 0.072 530 0.081
Promedio 257 0.118 392 0.060 522 0.053
DesvEst 16 0.045 13 0.034 11 0.035
%CV 6.2 38.3 34 56.5 21 65.1

IC 95% 8.8 0.025 7.3 0.019 6.1 0.019
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Anexo 6: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del solvente organico sobre el tamafio y el PDI de las

particulas empleando MEK.

Influencia del solvente organico (MEK)

Numero de replica Numero de mediciones Tipo de lipido
GDS (0.19) SAlc (0.19) SAc (0.19)
Tamafiode PDI Tamafo de PDI Tamafiode PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm)
1 1 241 0.114 387 0.044 519 0.079
2 235 0.072 394 0.070 525 0.041
3 234 0.093 391 0.092 506 0.062
4 236 0.069 389 0.071 510 0.021
5 234 0.103 380 0.112 510 0.102
2 1 260 0.041 387 0.022 516 0.066
2 264 0.137 378 0.050 517 0.006
3 263 0.178 384 0.033 521 0.123
4 261 0.124 379 0.020 523 0.010
5 262 0.139 372 0.127 523 0.061
3 1 276 0.121 415 0.018 542 0.054
2 275 0.108 412 0.068 538 0.005
3 272 0.228 405 0.025 537 0.053
4 265 0.135 402 0.069 510 0.036
5 272 0.103 405 0.072 530 0.081
Promedio 257 0.118 392 0.060 522 0.053
DesvEst 16 0.045 13 0.034 11 0.035
%CV 6.2 38.3 3.4 56.5 2.1 65.1
IC 95% 8.8 0.025 7.3 0.019 6.1 0.019
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Anexo 7: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del solvente organico sobre el tamafio y el PDI de las
particulas empleando MetAc.

Influencia del solvente organico (MetAc)
NuUmero de replica NUmero de mediciones Tipo de lipido

GDS (0.1g) SAlc (0.19g) SAc (0.19)
Tamafiode PDI Tamafiode PDI Tamafio de  PDI
particula (nm) particula (hm) particula (nm)
1 1 234 0.105 516 0.082 568 0.159
2 232 0.114 529 0.060 569 0.208
3 232 0.112 534 0.168 587 0.188
4 230 0.148 529 0.113 580 0.087
5 236 0.119 537 0.171 582 0.155
2 1 211 0.213 399 0.057 489 0.062
2 176 0.102 396 0.108 508 0.216
3 175 0.098 385 0.136 503 0.202
4 174 0.132 395 0.075 498 0.183
5 177 0.121 390 0.084 659 0.260
3 1 250 0.126 405 0.084 444 0.122
2 250 0.131 411 0.099 446 0.161
3 254 0.139 405 0.082 444 0.151
4 251 0.136 402 0.120 453 0.162
5 246 0.143 402 0.061 453 0.096
Promedio 222 0.129 442 0.100 519 0.161
DesvEst 31 0.028 64 0.036 67 0.053
%CV 13.9 21.4 14.4 36.2 13.0 32.9

IC 95% 17.0 0.02 35.3 0.02 37.4 0.03
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Anexo 8: Datos primarios de la influencia de la naturaleza de los solventes organicos evaluados (EtAc, MEK y MetAc)

en cuanto al potencial zeta de las particulas.

Numero de replica NUmero de mediciones Influencia del solvente organico (EtAc) Influencia del solvente organico (MEK)  Influencia del solvente organico (MetAc)
GDS (0.1g) SAlc (0.1g) SAc (0.1g) GDS (0.1g) SAlc (0.1g) SAc (0.1g) GDS (0.1g) SAlc (0.1g) SAc (0.1g)
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z

(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
1 1 -13.8 -9.0 -27.0 -8.8 -13.7 -15.1 -5.3 -10.0 -15.8
2 -13.0 -9.3 -27.5 -8.5 -12.6 -15.2 -5.6 -10.8 -14.8
3 -11.3 -9.0 -26.2 -8.6 -13.0 -15.2 -6.1 -11.7 -16.1
4 -11.6 -8.4 -25.5 -8.8 -13.9 -15.6 -6.0 -10.6 -15.3
5 -11.5 -8.6 -25.3 -85 -13.5 -15.4 -5.2 -10.6 -155
2 1 -15.8 -15.7 -21.2 -85 -13.5 -15.3 -5.6 -10.5 -15.8
2 -13.9 -15.8 -20.1 -8.4 -14.2 -15.9 -5.9 -11.2 -14.8
3 -14.9 -19.3 -20.9 -8.8 -12.7 -15.7 -6.2 -10.8 -15.7
4 -16.5 -175 -19.8 -9.2 -14.1 -14.9 -5.7 -10.4 -16.4
5 -15.6 -17.0 -20.4 -8.7 -13.3 -16.1 -5.6 -10.9 -16.1
3 1 -11.0 -16.1 -15.4 -8.8 -13.5 -15.5 -5.1 -10.4 -16.3
2 -10.2 -17.3 -15.8 -8.9 -13.1 -15.8 -5.2 -9.7 -15.7
3 -12.0 -17.1 -14.4 -8.7 -13.5 -15.2 -4.8 -10.2 -15.3
4 -10.2 -17.0 -145 -8.9 -13.7 -15.2 -5.0 -11.2 -15.7
5 -9.2 -20.9 -14.9 -8.9 -13.9 -15.0 -3.8 -10.4 -16.0
Promedio -12.7 -14.5 -20.6 -8.7 -13.5 -15.4 -5.4 -10.6 -15.7
DesvEst 2.3 4.4 4.8 0.2 0.5 0.3 0.6 0.5 0.5
%CV 17.9 30.0 234 23 35 23 11.3 4.7 31

IC 95% 13 2.4 2.7 0.1 0.3 0.2 0.3 0.3 0.3
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Anexo 9: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del agente estabilizante sobre el tamafio y el PDI de las
particulas empleando como lipido GDS.

Influencia del tipo de agente estabilizante

Nimero de Nimerode Tipo de lipido  Tipo de agente estabilizante

replica mediciones  (0,25g) PVA (5%) PLX (5%) Polisorbato 80 (5%) SDS (5%) ADBAC (5%) CTAB (5%)
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula

1 1 GDS 358 0.240 203 0.167 138 0.385 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

2 GDS 354 0.165 200 0.211 137 0.411 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

3 GDS 349 0.149 198 0.194 131 0.462 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

4 GDS 359 0.158 190 0.211 133 0.363 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

5 GDS 352 0.210 193 0.199 132 0.424 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

2 1 GDS 342 0.180 239 0.268 184 0.468 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 GDS 340 0.189 238 0.255 183 0.489 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

3 GDS 350 0.211 233 0.262 180 0.504 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

4 GDS 345 0.233 230 0.250 180 0.475 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

5 GDS 341 0.211 224 0.325 179 0.469 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

3 1 GDS 383 0.199 191 0.183 154 0.469 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 GDS 370 0.231 188 0.200 153 0,432 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

3 GDS 365 0.187 187 0.186 147 0.491 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

4 GDS 360 0.161 192 0.184 146 0.466 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

5 GDS 363 0.202 187 0.204 149 0.489 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Promedio 355 0.195 206 0.220 155 0.453 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

DesvEst 12 0.029 20 0.043 20 0.041 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

%CV 3 15 10 20 13 9 N/A N/A N/A N/A N/A N/A

IC 95% 7 0.02 11 0.02 11 0.02 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Anexo 10: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del agente estabilizante sobre el tamafio y el PDI de las
particulas empleando como lipido SAlc
Influencia del tipo de agente estabilizante
Numero de Numerode Tipodelipido  Tipo de agente estabilizante
replica mediciones  (0,25g) PVA (5%) PLX (5%) Polisorbato 80 (5%) SDS (5%) ADBAC (5%) CTAB (5%)
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula
1 1 SAlc 360 0.099 370 0.074 435 0.408 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 SAlc 352 0.086 367 0.159 451 0.309 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 SAlc 351 0.094 359 0.098 435 0.292 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
4 SAlc 350 0.115 365 0.142 442 0.305 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5 SAlc 352 0.089 371 0.105 449 0.316 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 1 SAlc 356 0.058 346 0.197 710 0.615 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 SAlc 356 0.103 332 0.094 667 0.499 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 SAlc 351 0.137 342 0.127 712 0.514 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
4 SAlc 362 0.138 330 0.130 714 0.473 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5 SAlc 350 0.078 334 0.192 717 0.444 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 1 SAlc 370 0.19 356 0.218 533 0.194 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2 SAlc 369 0.244 358 0.139 582 0.249 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
3 SAlc 371 0.243 341 0.159 567 0.186 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
4 SAlc 383 0.194 355 0.220 542 0.28 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5 SAlc 392 0.233 352 0.193 582 0.365 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Promedio 362 0,140 352 0.150 509 0.387 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
DesvEst 13 0.064 14 0.046 112 0.125 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
%CV 4 45.71 4 31 22 32.34 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
IC 95% 7 0.035 8 0.0 62 0.069 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
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Anexo 11: Datos primarios de la influencia de la naturaleza del agente estabilizante en cuanto al potencial zeta de las
particulas preparadas a partir de GDS y SAlc.

Influencia del tipo de agente estabilizante |

NUimero de Numero de Tipo delipido  Tipo de agente estabilizante Tipo de lipido Tipo de agente estabilizante
replica  mediciones (0,25g) PVA (5%) PLX (5%) Polisorbato 80 (5%) SDS (5%) ADBAC (5%) CTAB (5%) (0,25g) PVA (5%) PLX (5%) Polisorbato 80 (5%) SDS (5%) ADBAC (5% CTAB (5%)
Potencial z Potencial z  Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z  Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) mv) (mV) (mV) (mV)
1 1 GDS -5.3 -12.6 -8.0 N/A N/A N/A SAlc -35 -15.8 -4.5 N/A N/A N/A
2 GDS -4.8 -11.8 -8.2 N/A N/A N/A SAlc -4.0 -16.4 -5.1 N/A N/A N/A
3 GDS -5.5 -12.6 -6.3 N/A N/A N/A SAlc -4.4 -16.0 -4.8 N/A N/A N/A
4 GDS -5.1 -13.0 -5.8 N/A N/A N/A SAlc -4.4 -16.9 -4.3 N/A N/A N/A
5 GDS -5.4 -13.2 -5.2 N/A N/A N/A SAlc -34 -16.9 5.4 N/A N/A N/A
2 1 GDS -6.9 -8.6 -7.4 N/A N/A N/A SAlc -3.7 -15.5 -9.8 N/A N/A N/A
2 GDS -5.8 -9.2 -13.2 N/A N/A N/A SAlc -3.6 -15.2 “10 N/A N/A N/A
3 GDS -5.8 -10.3 -9.3 N/A N/A N/A SAlc -3.6 -15.7 -11.7 N/A N/A N/A
4 GDS -55 -10.3 -7.1 N/A N/A N/A SAlc -3.1 -16.0 -10.6 N/A N/A N/A
5 GDS -6.7 -8.3 -11.8 N/A N/A N/A SAlc -3.4 -16.7 -9.4 N/A N/A N/A
3 1 GDS -75 -11.3 -5.9 N/A N/A N/A SAlc -3.3 -16.7 -11.7 N/A N/A N/A
2 GDS -6.6 -10.6 -6.4 N/A N/A N/A SAlc -3.8 -17.3 -11.7 N/A N/A N/A
3 GDSs -5.4 -13.5 -4.4 N/A N/A N/A SAlc -4.3 -17.9 -5.6 N/A N/A N/A
4 GDSs -4.8 -14.9 -7.0 N/A N/A N/A SAlc -3.9 -18.2 -6.3 N/A N/A N/A
5 GDS -4.8 -11.4 -4.6 N/A N/A N/A SAlc -4.2 -18.8 -6.7 N/A N/A N/A
Promedio -5.7 -11.4 -7.4 N/A N/A N/A Promedio -3.8 -16.7 -7.8 N/A N/A N/A
DesvEst 0.8 19 25 N/A N/A N/A DesvEst 0.4 1.0 29 N/A N/A N/A
%CV 15 17 34 N/A N/A N/A %CV 11 6 37 N/A N/A N/A

IC 95% 0.5 11 14 N/A N/A N/A IC 95% 0.2 0.6 16 N/A N/A N/A
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Anexo 12: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PLX) sobre el tamafio y el PDI
de las particulas empleando como lipido GDS.

Influencia de la concentracién de PLX

Numero de Numerode Tipodelipido  Concentracion de PLX
replica mediciones  (0,250) PLX (1%) PLX (2.5%) PLX (5%) PLX (7.5%) PLX (10%)
Tamafiode  PDI Tamafio de PDI Tamafio de PDI Tamafio de PDI Tamafio de PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm)
1 1 GDS 932 0.680 598 0.428 203 0.167 217 0.220 142 0.146
2 GDS 822 0.588 585 0.277 200 0.211 211 0.221 142 0.157
3 GDS 730 0.521 556 0.276 198 0.194 216 0.194 138 0.123
4 GDS 938 0.683 574 0.307 190 0.211 211 0.224 141 0.190
5 GDS 847 0.635 563 0.346 193 0.199 216 0.191 141 0.157
2 1 GDS 777 0.663 469 0.331 239 0.268 220 0.215 149 0.125
2 GDS 507 0.447 512 0.306 238 0.255 217 0.216 151 0.150
3 GDS 819 0.747 488 0.325 233 0.262 209 0.182 153 0.154
4 GDS 555 0.499 485 0.269 230 0.250 206 0.219 157 0.137
5 GDS 659 0.521 482 0.283 224 0.325 204 0.201 156 0.095
3 1 GDS 475 0.270 582 0.271 191 0.183 209 0.185 167 0.193
2 GDS 539 0.515 578 0.290 188 0.200 200 0.243 162 0.200
3 GDS 476 0.317 600 0.316 187 0.186 197 0.203 164 0.200
4 GDS 467 0.347 564 0.295 192 0.184 195 0.219 164 0.199
5 GDS 485 0.324 556 0.317 187 0.204 192 0.238 165 0.211
Promedio 668 0.517 546 0.309 206 0.220 208 0.211 153 0.162
DesvEst 177 0.151 46 0.040 20 0.043 9 0.018 10 0.035
%CV 27 29 8 13 10 20 4 9 6.7 21
IC 95% 98.2 0.08 25.4 0.02 11.2 0.02 4.9 0.01 5.7 0.02
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Anexo 13: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PLX) sobre el tamafio y el PDI
de las particulas empleando como lipido SAlc.

Influencia de la concentracién de PLX

Numero de Numerode Tipo delipido _Concentracion de PLX

replica mediciones  (0,25Q) PLX (1%) PLX (2.5%) PLX (5%) PLX (7.5%) PLX (10%)
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm)

1 1 SAlc 606 0.124 577 0.130 370 0.074 442 0.246 414 0.178

2 SAlc 600 0.142 580 0.215 367 0.159 429 0.185 411 0.168
3 SAlc 593 0.282 588 0.159 359 0.098 430 0.168 401 0.108
4 SAlc 626 0.244 595 0.186 365 0.142 424 0.160 390 0.179
5 SAlc 607 0.160 566 0.231 371 0.105 439 0.262 397 0.152
2 1 SAlc 634 0.679 448 0.201 346 0.197 317 0.115 423 0.108
2 SAlc 612 0.192 439 0.202 332 0.094 320 0.019 436 0.116
3 SAlc 695 0.496 445 0.198 342 0.127 304 0.080 414 0.226
4 SAlc 623 0.121 454 0.164 330 0.130 304 0.034 417 0.193
5 SAlc 675 0.269 452 0.140 334 0.192 308 0.045 418 0.120
3 1 SAlc 322 0.089 457 0.131 356 0.218 366 0.183 467 0.223
2 SAlc 317 0.152 462 0.057 358 0.139 366 0.155 481 0.224
3 SAlc 323 0.139 445 0.121 341 0.159 362 0.150 480 0.208
4 SAlc 310 0.129 417 0.196 355 0.220 359 0.195 480 0.234
5 SAlc 327 0.131 411 0.160 352 0.193 368 0.162 475 0.250
Promedio 525 0.223 489 0.166 352 0.150 369 0.144 434 0.179
DesvEst 152 0.162 69 0.045 14 0.046 52 0.073 33 0.049
%CV 29 73 14 27 4 31 14 50 8 27

IC 95% 84.4 0.09 38.2 0.03 7.7 0.03 28.8 0.04 185 0.03
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Anexo 14: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PVA) sobre el tamafio y el PDI
de las particulas empleando como lipido GDS.

Influencia de la concentracién de PVA

Numero de Nimerode Tipo de lipido  Concentracion de PVA
replica mediciones  (0,250) PVA (1%) PVA (2.5%) PVA (5%) PVA (7.5%) PVA (10%)
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI
particula (hm) particula (hm) particula (nm) particula (nm) particula (nm)
1 1 GDS 354 0.178 371 0.229 358 0.240 331 0.145 271 0.118
2 GDS 345 0.196 363 0.221 354 0.165 324 0.141 259 0.123
3 GDS 331 0.231 359 0.204 349 0.149 329 0.125 254 0.131
4 GDS 336 0.153 351 0.203 359 0.158 325 0.176 253 0.109
5 GDS 334 0.173 346 0.222 352 0.210 319 0.269 257 0.110
2 1 GDS 483 0.471 407 0.269 342 0.180 319 0.232 281 0.136
2 GDS 484 0.476 401 0.283 340 0.189 319 0.152 272 0.136
3 GDS 473 0.481 395 0.307 350 0.211 312 0.173 272 0.164
4 GDS 399 0.350 401 0.253 345 0.233 326 0.148 266 0.159
5 GDS 399 0.385 394 0.269 341 0.211 322 0.168 272 0.150
3 1 GDS 374 0.272 388 0.217 383 0.199 316 0.176 295 0.140
2 GDS 376 0.278 381 0.231 370 0.231 316 0.102 289 0.104
3 GDS 368 0.266 378 0.207 365 0.187 322 0.156 290 0.125
4 GDS 378 0.270 374 0.234 360 0.161 317 0.166 284 0.086
5 GDS 369 0.281 371 0.241 363 0.202 315 0.158 283 0.150
Promedio 387 0.297 378 0.239 355 0.195 321 0.166 273 0.129
DesvEst 53 0.112 19 0.031 12 0.029 5 0.040 14 0.022
%CV 14 38 5 13 3 15 2 24 5 17
IC 95% 29.1 0.1 10.5 0.0 6.6 0.0 3.0 0.0 75 0.0
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Anexo 15: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PVA) sobre el tamafio y el PDI
de las particulas empleando como lipido SAlc.

Influencia de la concentracién de PVA

Numero de Numerode Tipo delipido _Concentracion de PVA

replica mediciones  (0,25Q) PVA (1%) PVA (2.5%) PVA (5%) PVA (7.5%) PVA (10%)
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI
particula (nm) particula (hnm) particula (nm) particula (hm) particula (nm)

1 1 SAlc 355 0.090 406 0.174 360 0.099 468 0.035 364 0.074

2 SAlc 330 0.130 406 0.156 352 0.086 454 0.206 346 0.048
3 SAlc 341 0.126 406 0.178 351 0.094 452 0.211 343 0.066
4 SAlc 341 0.055 394 0.208 350 0.115 452 0.185 338 0.018
5 SAlc 337 0.104 403 0.167 352 0.089 444 0.126 343 0.136
2 1 SAlc 362 0.224 372 0.127 356 0.058 502 0.200 470 0.206
2 SAlc 357 0.241 369 0.138 356 0.103 508 0.206 453 0.246
3 SAlc 347 0.187 360 0.167 351 0.137 494 0.208 436 0.189
4 SAlc 354 0.136 357 0.140 362 0.138 501 0.184 434 0.227
5 SAlc 347 0.164 360 0.147 350 0.078 496 0.205 433 0.144
3 1 SAlc 393 0.181 373 0.093 370 0.190 399 0.053 490 0.187
2 SAlc 383 0.147 362 0.135 369 0.244 396 0.110 494 0.244
3 SAlc 380 0.220 363 0.068 371 0.243 393 0.042 492 0.229
4 SAlc 378 0.135 349 0.129 383 0.194 385 0.086 507 0.212
5 SAlc 362 0.129 351 0.092 392 0.233 379 0.114 499 0.211
Promedio 358 0.151 375 0.141 362 0.140 448 0.145 430 0.162
DesvEst 19 0.052 21 0.037 13 0.064 47 0.067 65 0.077
%CV 5 34 6 26 4 45.7 11 46 15 47

IC 95% 10.3 0.0 11.9 0.0 7.2 0.0 26.1 0.0 36.1 0.0
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Anexo 16: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PLX) en cuanto al potencial zeta
de las particulas preparadas a partir de GDS y SAlc.

Influencia de la concentracién de PLX

Numero de Nimerode Tipodelipido  Concentracion de PLX Tipo de lipido Concentracion de PLX
replica mediciones  (0,250) PLX (1%) PLX (2.5%)  PLX (5%) PLX (7.5%)  PLX (10%) (0,259) PLX (1%) PLX (25%) PLX(5%)  PLX(7.5%) PLX (10%)
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z  Potencial z Potencial z
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
1 1 GDS -14.1 -8.4 -12.6 -8.4 -55 SAlc -9.0 -12.0 -15.8 -11.7 -11.7
2 GDS -14.8 -8.5 -11.8 -8.1 -5.9 SAlc -9.3 -12.0 -16.4 -11.5 -11.3
3 GDS -14.4 -7.8 -12.6 -7.9 -5.2 SAlc -9.0 -12.0 -16.0 -10.4 -11.4
4 GDS -13.3 -85 -13.0 -8.5 -5.5 SAlc -8.4 -11.9 -16.9 -10.4 -10.7
5 GDS -14.1 -8.7 -13.2 -8.4 -5.5 SAlc -8.6 -12.1 -16.9 -10.7 -11.7
2 1 GDS -13.7 -11.5 -8.6 -7.0 -6.9 SAlc -15.7 -14.4 -15.5 -135 -12.0
2 GDS -14.1 -11.4 -9.2 -6.9 -7.9 SAlc -15.8 -15.2 -15.2 -13.9 -11.6
3 GDS -12.8 -11.5 -10.3 -8.0 -7.2 SAlc -19.3 -15.3 -15.7 -14.8 -11.5
4 GDS -13.6 -12.1 -10.3 -7.5 -6.6 SAlc -17.5 -14.5 -16.0 -14.9 -11.7
5 GDS -14.4 -11.3 -8.3 -9.9 -8.0 SAlc -17.0 -15.1 -16.7 -14.5 -11.5
3 1 GDS -15.3 -11.6 -11.3 -7.9 -6.2 SAlc -16.1 -13.5 -16.7 -11.0 -9.8
2 GDS -15.8 -12.3 -10.6 -8.6 -5.8 SAlc -17.3 -13.3 -17.3 -11.7 -9.1
3 GDS -16.1 -11.8 -13.5 -8.5 -7.2 SAlc -17.1 -13.6 -17.9 -11.5 -10.0
4 GDS -14.7 -12.6 -14.9 -10.8 -7.5 SAlc -17.0 -13.4 -18.2 -11.5 -9.5
5 GDS -15.4 -11.6 -11.4 -8.1 -6.5 SAlc -20.9 -11.4 -18.8 -11.4 -10.0
Promedio -14.4 -10.6 -11.4 -8.3 -6.5 Promedio -14.5 -13.3 -16.7 -12.2 -10.9
DesvVEst 0.9 1.7 1.9 1.0 0.9 DesvVEst 4.4 14 1.0 1.6 1.0
%CV 6 16 17 12 14 %CV 30 10 6 13 9

IC 95% 0.5 0.9 11 0.5 0.5 IC 95% 24 0.8 0.6 0.9 0.5
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Anexo 17: Datos primarios de la influencia de la concentracion del agente estabilizante (PVA) en cuanto al potencial zeta
de las particulas preparadas a partir de GDS y SAlc.

Influencia de la concentracién de PVA

Numero de Nimerode Tipodelipido _Concentracion de PVA Tipo de lipido Concentracion de PVA
replica mediciones  (0,25g) PVA (1%) PVA (2.5%)  PVA (5%) PVA (7.5%)  PVA (10%) (0,25g) PVA (1%) PVA (2.5%) PVA(5%)  PVA(7.5%) PVA (10%)
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z  Potencial z Potencial z
(mv) (mv) (mv) (mV) (mV) (mv) (mV) (mV) (mV) (mV)
1 1 GDS -4.5 -5.4 -5.3 -3.7 -4.0 SAlc -6.7 -3.2 -3.5 -2.9 -1.7
2 GDS -5.0 -4.6 -4.8 -4.1 -3.4 SAlc -6.5 -35 -4.0 -3.0 -1.3
3 GDS -5.0 -4.5 -55 -3.8 -4.5 SAlc -6.1 -3.4 -4.4 -2.0 -1.7
4 GDS -5.3 -4.9 -5.1 -4.0 -2.8 SAlc -6.1 -3.4 -4.4 -2.7 -1.5
5 GDS -5.0 -5.5 -5.4 -6.9 5.1 SAlc -6.5 -3.2 -3.4 -3.4 -1.5
2 1 GDS -3.8 -5.7 -6.9 -3.7 -4.9 SAlc -3.6 -3.7 -3.7 -3.0 -2.5
2 GDS -3.9 -5.5 -5.8 -4.6 -3.4 SAlc -3.4 -3.5 -3.6 -3.2 -2.5
3 GDS -4.0 -5.8 -5.8 -4.5 -4.8 SAlc -34 -3.3 -3.6 -3.0 -2.1
4 GDS -4.1 -5.8 -55 -4.8 -3.8 SAlc -3.7 -3.7 -3.1 -3.1 -2.2
5 GDS -3.7 -6.1 -6.7 -3.8 -5.3 SAlc -3.3 -3.2 -34 -3.3 -25
3 1 GDS -6.4 -5.2 -7.5 -2.9 -3.0 SAlc -2.5 -2.7 -3.3 -3.6 -2.2
2 GDS -5.7 -5.6 -6.6 -34 -4.6 SAlc -2.8 -1.6 -3.8 -4.1 -2.0
3 GDS -6.0 -5.1 -5.4 -3.9 -4.1 SAlc -3.3 -2.0 -4.3 -35 24
4 GDS -6.2 -5.1 -4.8 -3.4 -6.9 SAlc -3.7 -2.7 -3.9 -3.8 -2.7
5 GDS -5.0 -5.2 -4.8 -3.6 -4.7 SAlc -2.9 -2.0 -4.2 -4.0 -2.8
Promedio -4.9 -5.3 -5.7 -4.1 -4.3 Promedio -4.3 -3.0 -3.8 -3.2 -2.1
DesvEst 0.9 04 0.8 1 1.0 DesvEst 1.6 0.7 0.4 1 0.5
%CV 18 8 15 22 24 %CV 36 22 11 16 22

IC 95% 0.5 0.2 0.5 0.5 0.6 IC 95% 0.9 0.4 0.2 0.3 0.3
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Anexo 18: Datos primarios de la influencia de la relacion de fases (O/W) sobre el tamafio y el PDI de las particulas

empleando como lipido GDS.

Influencia de la velocidad de emulsificacién

Numero de Numero de Velocidad de emulsificacion (rpm)

replica mediciones 3,200 7,200 11,200 15,600 20,000 24,000

Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamario de PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula

1 1 325 0.291 661 0.265 358 0.240 206 0.091 150 0.114 151 0.218
2 314 0.271 661 0.227 354 0.165 201 0.126 147 0.132 151 0.197
3 394 0.164 720 0.048 349 0.149 199 0.119 147 0.148 148 0.238
4 408 0.271 659 0.208 359 0.158 196 0.105 145 0.140 145 0.170
5 482 0.277 691 0.247 352 0.210 192 0.089 144 0.136 145 0.184

2 1 1769 0.032 783 0.180 342 0.180 216 0.192 161 0.146 145 0.197
2 1921 0.582 766 0.146 340 0.189 216 0.137 160 0.149 147 0.181
3 1881 0.390 762 0.185 350 0.211 213 0.209 154 0.168 151 0.218
4 1829 0.080 746 0.227 345 0.233 214 0.233 153 0.149 150 0.197
5 2171 0.055 788 0.145 341 0.211 205 0.190 154 0.140 148 0.238

3 1 551 0.041 890 0.362 383 0.199 216 0.158 144 0.140 145 0.170
2 396 0.280 843 0.342 370 0.231 215 0.144 142 0.200 151 0.218
3 584 0.002 899 0.313 365 0.187 214 0.131 140 0.204 150 0.197
4 539 0.323 862 0.224 360 0.161 211 0.147 141 0.128 148 0.238
5 590 0.163 893 0.379 360 0.185 210 0.111 140 0.103 151 0.218
Promedio 944 0.215 775 0.233 355 0.194 208 0.145 148 0.146 149 0.205
DesvVEst 720 0.159 87 0.090 12 0.029 8 0.043 7 0.027 2 0.023
%CV 76 74 11 39 3 15 4 30 5 19 2 11
IC 95% 399 0.09 48 0.05 7 0.02 4 0.02 4 0.02 1 0.01
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Anexo 19: Datos primarios de la influencia de la relacién de fases (O/W) en cuanto al potencial zeta de las particulas
preparadas a partir de GDS.

Influencia de la relacion de fases (O/W)

NUumero de Numero de Volumen de solvente organico (ml)
replica mediciones 5 10 15 20 30 40
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z
(mV) (mV)(nm) (mV) (mV) (mV) (mV)

1 1 2.2 -5.3 -1.9 -1.4 -5.3 -2.5
2 -2.6 -4.8 -2.3 -1.4 -4.8 -2.3
3 -2.6 -55 -2.0 -1.7 -5.5 -2.5
4 -2.2 5.1 -2.0 -1.3 5.1 -2.3
5 -2.4 -5.4 2.2 -1.2 5.4 -2.9

2 1 -2.5 -6.9 -1.4 -1.6 -1.4 -1.8
2 -3.5 -5.8 -1.8 -1.3 -1.1 -1.8
3 -2.4 -5.8 -1.1 -1.9 -1.8 -1.0
4 -2.5 -5.5 -1.4 -1.7 -2.0 -1.8
5 -2.1 -6.7 -1.8 -1.3 -1.1 -1.8

3 1 2.7 -7.5 -3.2 -1.4 -1.4 2.1
2 -2.0 -6.6 -35 -1.1 -1.9 -1.5
3 -2.0 -5.4 -3.3 -1.9 -1.9 -1.9
4 -2.3 -4.8 -3.0 -1.4 -1.4 -3.3
5 2.1 -4.8 -3.1 -1.6 -1.6 -2.3
Promedio -2.4 -5.7 -2.3 -1.5 -2.8 -2.5
DesvEst 0.4 0.8 0.8 0.2 1.8 1.4
%CV 16 15 34 16 65 58

IC 95% 0.2 0.5 0.4 0.1 1.0 0.8
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Anexo 20: Datos primarios de la influencia de la velocidad de emulsificacion sobre el tamafio y el PDI de las particulas
empleando como lipido GDS.

Influencia de la velocidad de emulsificacion

Numero de Numero de Velocidad de emulsificacion (rpm)
replica mediciones 3,200 7,200 11,200 15,600 20,000 24,000
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafio de PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula

1 1 325 0.291 661 0.265 358 0.240 206 0.091 150 0.114 151 0.218
2 314 0.271 661 0.227 354 0.165 201 0.126 147 0.132 151 0.197
3 394 0.164 720 0.048 349 0.149 199 0.119 147 0.148 148 0.238
4 408 0.271 659 0.208 359 0.158 196 0.105 145 0.140 145 0.170
5 482 0.277 691 0.247 352 0.210 192 0.089 144 0.136 145 0.184

2 1 1769 0.032 783 0.180 342 0.180 216 0.192 161 0.146 145 0.197
2 1921 0.582 766 0.146 340 0.189 216 0.137 160 0.149 147 0.181
3 1881 0.390 762 0.185 350 0.211 213 0.209 154 0.168 151 0.218
4 1829 0.080 746 0.227 345 0.233 214 0.233 153 0.149 150 0.197
5 2171 0.055 788 0.145 341 0.211 205 0.190 154 0.140 148 0.238

3 1 551 0.041 890 0.362 383 0.199 216 0.158 144 0.140 145 0.170
2 396 0.280 843 0.342 370 0.231 215 0.144 142 0.200 151 0.218
3 584 0.002 899 0.313 365 0.187 214 0.131 140 0.204 150 0.197
4 539 0.323 862 0.224 360 0.161 211 0.147 141 0.128 148 0.238
5 590 0.163 893 0.379 360 0.185 210 0.111 140 0.103 151 0.218
Promedio 944 0.215 775 0.233 355 0.194 208 0.145 148 0.146 149 0.205
DesvEst 720 0.159 87 0.090 12 0.029 8 0.043 7 0.027 2 0.023
%CV 76 74 11 39 3 15 4 30 5 19 2 11
IC 95% 399 0.09 48 0.05 7 0.02 4 0.02 4 0.02 1 0.01
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Anexo 21: Datos primarios de la influencia de la velocidad de emulsificacion en cuanto al potencial zeta de las particulas

preparadas a partir de GDS.

Influencia de la velocidad de emulsificacion
Numero de Numero de Velocidad de emulsificacion (rpm)

replica mediciones 3,200 7,200 11,200 15,600 20,000 24,000
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z
(mV) (mV)(nm) (mV) (mV) (mV) (mV)
1 1 -1.9 -1.8 -5.3 -3.0 -1.3 -0.7
2 -1.8 -1.9 -4.8 -1.4 -1.5 -1.1
3 -1.8 -1.6 -5.5 -1.8 -1.5 -1.2
4 -1.9 -2.0 -5.1 -1.9 -1.4 -1.2
5 -2.1 -2.0 5.4 -4.6 5.2 -0.9
2 1 -1.5 -2.6 -6.9 -1.7 -1.6 -1.1
2 -1.5 -2.8 -5.8 -1.7 -1.0 -1.2
3 -1.7 -2.8 -5.8 -1.4 -0.9 -0.9
4 -1.7 -2.9 -5.5 -1.8 -0.3 -1.2
5 -1.8 -2.7 -6.7 -2.1 -1.1 -0.8
3 1 2.2 -2.5 -7.5 -0.9 -1.0 -1.8
2 2.1 -2.5 -6.6 -0.6 -0.7 -2.3
3 2.1 2.4 -5.4 -0.4 -0.8 -1.6
4 2.4 -2.6 -4.8 -1.6 -1.1 -1.6
5 -2.4 -2.3 -4.8 -1.5 -0.9 -2.0
Promedio -1.9 2.4 5.7 -1.8 -1.3 -1.3
DesVEst 0.3 0.4 0.8 1.0 1.1 0.5
%CV 15 17 15 57 83 36

IC 95% 0.2 0.2 0.5 0.6 0.6 0.3
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Anexo 22: Datos primarios de la influencia del tiempo de emulsificacion sobre el tamafio y el PDI de las particulas
empleando como lipido GDS.
Influencia del Tiempo de emulsificaciéon (min)
NUumero de Numero de Tiempo de emulsificacion (min)
replica mediciones 2.5 5 75 10 12,5 15
Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamario de PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula
1 1 817 0.196 494 0.189 400 0.186 358 0.240 314 0.135 361 0.381
2 826 0.180 485 0.164 415 0.090 354 0.165 306 0.130 347 0.404
3 834 0.216 472 0.196 421 0.204 349 0.149 305 0.181 375 0.483
4 840 0.245 467 0.173 409 0.170 359 0.158 306 0.152 336 0.386
5 831 0.243 457 0.185 415 0.190 352 0.210 292 0.159 322 0.360
2 1 792 0.099 603 0.275 415 0.219 342 0.180 406 0.359 330 0.245
2 742 0.162 588 0.268 407 0.179 340 0.189 423 0.509 313 0.200
3 761 0.176 594 0.404 415 0.172 350 0.211 395 0.354 304 0.159
4 751 0.218 572 0.285 403 0.189 345 0.233 371 0.326 296 0.221
5
780 0.203 564 0.365 408 0.196 341 0.211 394 0.383 308 0.207
3 1 554 0.051 454 0.181 423 0.168 383 0.199 412 0.368 346 0.272
2 520 0.080 454 0.257 397 0.212 370 0.231 399 0.380 334 0.360
3 504 0.124 446 0.234 417 0.240 365 0.187 418 0.442 362 0.486
4 499 0.170 429 0.233 407 0.162 360 0.161 383 0.365 318 0.248
5 525 0.171 430 0.373 413 0.041 360 0.185 371 0.329 323 0.273
Promedio 705 0.169 500 0.252 411 0.175 355 0.194 366 0.305 332 0.312
DesvEst 139 0.058 64 0.077 7 0.050 12 0.029 48 0.121 23 0.103
%CV 20 34.2 13 30.7 2 28.6 3 14.8 13 39.8 7 33.1
IC 95% 76.9 0.03 35.5 0.04 4.1 0.03 6.5 0.02 26.4 0.07 12.7 0.06
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Anexo 23: Datos primarios de la influencia del tiempo de emulsificacion en cuanto al potencial zeta de las particulas
preparadas a partir de GDS.
Influencia del Tiempo de emulsificacion

Numero de Nimero de Tiempo de emulsificacion (min)
replica mediciones 25 5 75 10 12.5 15
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z
(mV) (mV)(nm) (mV) (mV) (mV) (mV)

1 1 -6.4 -4.0 -3.0 -5.3 2.7 2.2
2 -9.1 -3.9 -1.4 -4.8 -3.1 -2.3
3 -5.9 -3.6 -1.8 -5.5 -25 -2.8
4 -7.0 -35 -19 5.1 -3.5 -2.3
5 -5.3 -3.7 -4.6 -5.4 -2.8 -1.8

2 1 -6.2 -3.2 -1.7 -6.9 -6.4 -3.1
2 -6.1 -2.8 -1.7 -5.8 -3.7 -3.4
3 -6.8 -2.8 -14 -5.8 -3.0 -3.5
4 -5.9 -3.0 -1.8 -5.5 -2.7 -3.3
5 -6.5 3.1 21 -6.7 -3.0 -4.1

3 1 -2.6 -3.6 -0.9 -7.5 21 -3.7
2 -4.7 -4.3 -0.6 -6.6 -15 -3.9
3 -2.3 -3.4 -0.4 -5.4 -2.0 -4.8
4 -3.4 -7.2 -1.6 -4.8 -2.0 -7.2
5 -6.4 -3.0 -15 -4.8 -15 -5.6
Promedio -5.6 -3.7 -1.8 -5.7 -2.8 -3.6
DesvEst 1.8 11 1.0 0.8 1.2 1.4
%CV 32 29 57 15 42 39

IC 95% 1.0 0.6 0.6 0.5 0.7 0.8
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Anexo 24: Datos primarios de la influencia de la temperatura de la fase de dilucion sobre el tamafio y el PDI de las

particulas empleando como lipido GDS.

Influencia de la Temperatura de la fase de dilucion

Numero de Numero de

Temperatura de la fase de dilucion (°C)

replica mediciones 20 30 40 50 60
Tamafiode PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Tamafiode PDI Tamafiode  PDI
particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm) particula (nm)

1 1 358 0.240 336 0.181 394 0.304 477 0.316 397 0.322
2 354 0.165 338 0.153 404 0.269 493 0.290 399 0.348
3 349 0.149 346 0.216 400 0.258 497 0.308 396 0.314
4 359 0.158 348 0.128 400 0.292 494 0.322 406 0.268
5 352 0.210 359 0.061 399 0.287 493 0.279 409 0.303

2 1 342 0.180 349 0.161 452 0.391 453 0.288 376 0.171
2 340 0.189 357 0.185 476 0.374 464 0.237 384 0.225
3 350 0.211 359 0.167 456 0.322 464 0.268 382 0.257
4 345 0.233 354 0.158 458 0.324 439 0.192 383 0.238
5 341 0.211 373 0.134 467 0.411 463 0.305 385 0.238

3 1 383 0.199 350 0.130 457 0.291 350 0.155 581 0.108
2 370 0.231 332 0.186 452 0.395 342 0.188 616 0.208
3 365 0.187 341 0.136 479 0.313 336 0.194 632 0.222
4 360 0.161 334 0.093 458 0.417 341 0.190 646 0.224
5 360 0.185 339 0.179 463 0.373 342 0.168 656 0.251
Promedio 355 0.194 348 0.151 441 0.335 430 0.247 470 0.246
DesvEst 12 0.029 11 0.039 32 0.054 66 0.060 116 0.061
%CV 3 15 3 26 7 16 15 24 25 25
IC 95% 6.5 0.02 6.3 0.02 175 0.03 36.6 0.03 64.1 0.03
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Anexo 25: Datos primarios de la influencia de la temperatura de la fase de dilucidn en cuanto al potencial zeta de las
particulas preparadas a partir de GDS.
Influencia de la Temperatura de la fase de dilucion

NUmero de Numero de Temperatura de la fase de dilucion (°C)
replica mediciones 20 30 40 50 60
Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z Potencial z
(mV) (mV)(nm) (mV) (mV) (mV)

1 1 -5.3 -3.6 -3.8 -5.0 -5.9
2 -4.8 -3.4 -5.7 -4.5 -7.0
3 -55 -3.6 -4.1 -5.8 -5.3
4 5.1 -4.6 -4.0 -54 -6.2
5 -5.4 -4.3 -3.5 -4.9 -6.1

2 1 -6.9 -3.2 -4.1 -5.4 -6.8
2 -5.8 -3.1 -3.3 -5.2 -7.6
3 -5.8 -3.0 -3.2 -7.6 -8.4
4 -55 -2.6 -3.0 -8.4 -4.4
5 -6.7 -3.2 -35 -4.4 -6.4

3 1 -7.5 -1.9 -7.0 -6.4 -3.7
2 -6.6 -2.0 -7.0 -4.8 -3.9
3 -5.4 -2.3 -8.2 -4.2 -7.6
4 -4.8 -1.7 -5.1 -4.4 -8.4
5 -4.8 -2.0 -5.2 -3.6 -4.5
Promedio -5.7 -3.0 -4.7 -5.3 -6.1
DesvEst 0.8 0.9 1.6 1.3 15
%CV 15 30 34 24 25

IC 95% 0.5 0.5 0.9 0.7 0.9
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Anexo 26: Datos primarios de la influencia de la velocidad de agitacion durante la etapa de dilucion en cuanto al tamario,
el PDI y el potencial zeta de las particulas preparadas a partir de GDS.

Influencia de la velocidad de agitacion durante la etapa de dilucién (rpm)

NUmero de Numero de Velocidad de agitacién durante la etapa de dilucién (rpm) NUmero de NUmero de Velocidad de emulsificacién (rpm)
replica mediciones 0 750 1,500 replica mediciones 0 750 1,500
Tamafiode PDI Tamafiode  PDI Tamafiode  PDI Potencial z Potencial z Potencial z
particula (nm) particula (nm) particula (nm) (mV) (mV)(nm) (mV)

1 1 356 0.193 358 0.240 331 0.145 1 1 -4.1 -5.3 -2.0
2 372 0.181 354 0.165 324 0.141 2 -3.3 -4.8 -2.3
3 366 0.211 349 0.149 318 0.137 3 -1.6 -55 -1.7
4 369 0.189 359 0.158 311 0.133 4 -1.0 -5.1 -1.2
5 364 0.163 352 0.210 304 0.129 5 -3.4 -5.4 -1.3

2 1 339 0.163 342 0.180 298 0.125 2 1 -3.1 -6.9 -3.3
2 342 0.152 340 0.189 311 0.133 2 -1.8 -5.8 -3.0
3 331 0.146 350 0.211 304 0.129 3 -1.7 -5.8 -3.1
4 346 0.100 345 0.233 341 0.125 4 -2.3 -55 -3.5
5 340 0.140 341 0.211 383 0.121 5 -3.2 -6.7 -4.1

3 1 362 0.113 383 0.199 370 0.117 3 1 -3.5 -7.5 -1.8
2 349 0.202 370 0.231 365 0.113 2 -2.6 -6.6 -1.1
3 358 0.136 365 0.187 354 0.109 3 -2.8 -5.4 -2.7
4 345 0.144 360 0.161 345 0.105 4 -2.4 -4.8 -2.0
5 352 0.149 360 0.185 336 0.101 5 -1.8 -4.8 -2.3
Promedio 353 0.159 355 0.194 333 0.124 Promedio -2.6 -5.7 -2.4
DesvEst 12 0.032 12 0.029 26 0.013 DesvEst 0.9 0.8 0.9
%CV 4 20 3 15 8 11 %CV 34 15 39
IC 95% 6.9 0.02 6.5 0.02 14.6 0.01 IC 95% 0.5 0.5 0.5




