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RESUMEN

La curcumina es una sustancia polifendlica lipofilica que ha tenido un gran impacto al
ser un alimento funcional, debido a sus variadas actividades bioldgicas, como antioxidante y
antimicrobiana, se ha convertido en un compuesto cotizado por la industria farmacéutica. Sin
embargo, la lipofilicidad extrema, la inestabilidad y su escaza biodisponibilidad son desafios
importantes que se deben controlar para poder optimizar las propiedades de este compuesto.
Se han estudiado diversos métodos para proteger y aumentar la biodisponibilidad de la
curcumina, siendo uno de estos métodos la microencapsulacion. En este estudio se evaluo el
uso de la manteca de cacao y la cera de abeja, materiales asequibles en el territorio ecuatoriano,
como agentes microencapsulantes de la curcumina. Se estudiaron 3 variables de entrada: agente
microencapsulante, relacion fase acuosa/fase orgéanica (FAc:FO), y la temperatura de emulsién
de la cera de abeja. Como variables de respuesta se analizaron: morfologia, tamafio de particula
y distribucién, FTIR, eficiencia de encapsulacion y liberacién abrupta. Mediante los analisis se
determind que el tratamiento CA 3:1 (80°C) obtiene los mejores resultados teniendo un 98%
de eficiencia de encapsulacion y una liberacion abrupta en promedio de 4% siendo esta
estadisticamente igual al tratamiento CA 5:1 (80°C) y MC 5:1, tratamientos prometedores para
encapsular curcumina.

Palabras clave: microencapsulacion, curcumina, manteca de cacao, cera de abeja, relacion
fase acuosa/fase organica, emulsion.



ABSTRACT

Curcumin is a lipophilic polyphenolic substance that has had a great impact as a
functional food, due to its various biological activities, as an antioxidant and antimicrobial, it
has become a compound valued by the pharmaceutical industry. However, extreme
lipophilicity, instability, and poor bioavailability are major challenges that must be controlled
to optimize the properties of this compound. Various methods have been studied to protect and
increase the bioavailability of curcumin, one of these methods is microencapsulation. In this
study, the use of cocoa butter and beeswax, affordable materials in Ecuadorian territory, as
microencapsulating agents for curcumin was evaluated. 3 input variables were studied:
microencapsulating agent, aqueous phase/organic phase ratio (FAc:FO), and beeswax
emulsion temperature. As response variables, the following were analyzed: morphology,
particle size and distribution, FTIR, encapsulation efficiency, and abrupt release. Through the
analyzes, it was determined that the CA 3:1 (80°C) treatment obtains the best results, having a
98% encapsulation efficiency and an abrupt release on average of 4%, this being statistically
equal to the CA 5:1 treatment (80°C) and MC 5:1, promising treatments for encapsulating
curcumin.

Keywords: microencapsulation, curcumin, cocoa butter, beeswax, aqueous phase/organic

phase ratio, emulsion.
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1. INTRODUCCION

La curcuma se adquiere de Curcuma long L., una planta herbacea perenne (Kocaadam
& SAnlier, 2015). La clrcuma se usa para agregar sabor y color a diferentes platos, siendo una
especia bastante importante en paises asiaticos y se ha utilizado ampliamente para tratamientos
médicos de diversas enfermedades durante al menos 2500 afios (Nebbioso., et al, 2021), por lo
tanto, la cdrcuma es considerada un alimento funcional. Los componentes de la curcuma
incluyen los tres curcuminoides: curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina, asi
como aceites volatiles (tumerona, atlantona y zingiberona), azlcares, proteinas y resinas
(Jurenka, 2009). La importancia de la curcuma en el tratamiento médico se debe
principalmente a la curcumina, el componente mas activo (Moballegh., et al, 2020).

La curcumina es una sustancia polifendlica lipofilica de color amarillo anaranjado que
constituye del 2-5% de la ctrcuma en polvo (Kocaadam & SAnlier, 2015), y se produce
industrialmente a partir de oleorresina de curcuma. Diversos estudios clinicos realizados han
determinado que la estructura quimica de esta sustancia polifendlica presenta propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, antiangiogénicas, antimutagénicas Yy
antiagregantes plaquetarios. Gracias a estas propiedades, la curcumina tiene un efecto protector
y preventivo frente a diversas enfermedades como el céncer, enfermedades autoinmunes,
neuroldgicas, metabdlicas, pulmonares, hepaticas y cardiovascular (Moballegh., et al, 2020).
En base a resultados altamente prometedores de los experimentos in vitro e in vivo, se
determind que se puede consumir dosis entre 4 y 8 g/dia y dosis hasta 12 g/dia de concentracion
del 95% de los tres curcuminoides (Hewlings & Kalman, 2017). La curcumina presenta
inestabilidad quimica, fotodegradacién, absorcion insuficiente por parte del cuerpo, alta
velocidad de metabolismo y alta eliminacién del cuerpo, la curcumina por consiguiente tiene
una biodisponibilidad limitada en el cuerpo (Goel, Kunnumakkara & Aggarwal, 2008). La

curcumina es conocida por su baja biodisponibilidad (<0.01%), debido a la destruccion de
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enzimas como UGT (UDP glucuronosiltransferasa), sulfotransferasa, alcohol deshidrogenasa
y p450 (Shoba., et al, 1998). Algunos compuestos naturales, como piperina, quercetina y
genisteina, pueden inhibir estas enzimas, lo que puede mejorar la biodisponibilidad (Sharma,
Steward & Gescher, 2007). Por ejemplo, la piperina, un potenciador de la biodisponibilidad
conocido, es el principal componente activo de la pimienta negra, y se asocia a un aumento del
2000% en la biodisponibilidad de la curcumina (Hewlings & Kalman, 2017). De igual manera
se estudia la mejora de la biodisponibilidad a través de nuevas estrategias de administracion,
como nanoparticulas, microparticulas, liposomas y complejos de fosfolipidos definidos (Patil.,
et al, 2009).

La microencapsulacion es una técnica que propone superar las dificultades presentes
en la curcumina, puesto que, retrasa los procesos de degradacién, aumenta la biodisponibilidad,
protege contra la evaporacion y reacciones, incrementa la estabilidad del compuesto y corrige
la solubilidad en medios acuosos (GOmez-Mascaraque., et al, 2017). La microencapsulacion se
puede definir como la tecnologia de encapsular materiales con recubrimientos poliméricos
delgados, que forman pequefias particulas llamadas microcapsulas. El polimero actia como
pelicula protectora aislando el nucleo y evitando el efecto de su exposicion inadecuada,
manteniendo las caracteristicas funcionales y sensoriales del material encapsulado (Nata, Chen
& Lee, 2014). Esta membrana se disuelve a través de un estimulo especifico, liberando el
nucleo en el momento ideal (Silva., et al, 2014). Las capsulas se pueden clasificar segln su
tamafio: macrocapsulas (> 5.000 um), microcapsulas (0,2 a 5.000 um) y nanocépsulas (<0,2
um) (Silva., et al, 2014). La liberacion en el momento y lugar adecuados es una propiedad
sumamente importante en el proceso de encapsulacion, mejorando la efectividad, reduciendo
la dosis requerida de aditivos y ampliando las aplicaciones de compuestos de interés. Los
principales factores que afectan las tasas de liberacion estan relacionados con las interacciones

entre el material de la pared y el nacleo. Ademas, otros factores influyen en la liberacion, como
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la volatilidad del nacleo, la relacion entre el nicleo y el material de la pared, el tamafio de
particula y el grado de viscosidad del material de la pared (Lu., et al, 2021).

La eleccion correcta del material de la pared o agente encapsulante es muy importante
porque influye en la eficacia de encapsulacion y la estabilidad de la microcapsula. El agente
encapsulante ideal debe tener las siguientes caracteristicas: no reactivo con el nucleo,
capacidad para sellar y mantener el nicleo dentro de la capsula, capacidad para proporcionar
la maxima proteccion al nucleo contra condiciones adversas, carecer de un sabor desagradable
en el caso de la aplicacion en alimentos y viabilidad econémica (Gharsallaoui., et al, 2007). La
mayoria de los materiales de pared no tienen todas las propiedades deseadas, por lo que, una
practica comun implica mezclar dos o mas materiales (Lu., et al, 2021). Dichos materiales
pueden seleccionarse entre una amplia variedad de polimeros naturales y sintéticos.

Se han realizado diferentes investigaciones de la microencapsulacion de curcumina
empleando diferentes agentes encapsulantes como carbohidratos, gomas, lipidos, aceites y
grasas, materiales inorgénicos (sulfato de calcio y silicatos) y proteinas, siendo las matrices
grasas las que han presentado mayor biodisponibilidad y resistencia fisioldgicas (Dulbecco &
Savarino, 2013). Los materiales mas investigados para la microencapsulacion de la curcumina
has sido la goma arébica, almidén de maiz modificado, inulina y manteca de karité (Hajj Ali.,
et al, 2016)., estos materiales han mostrado prometedores resultados empleando secado por
pulverizacion, y se han realizado diversos estudios de estos, por lo que no habria interés de
seguir investigandolos. La cera de carnauba de igual manera ha mostrado prometedores
resultados como agente microencapsulante, pero este material ha causado diversas dificultades
puesto que emplea altas temperaturas para su emulsion y debido a que la curcumina tiene una
temperatura de degradacién de 180°C (Esatbeyoglu., et al, 2015), no resulta un material
adecuado. Por lo tanto, en el presente estudio se busca implementar agentes encapsulantes

asequibles en el territorio ecuatoriano, bajo costo y sencillo manejo, como son la cera de abeja
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y la manteca de cacao, materias primas locales que han mostrado favorables resultados en la
microencapsulacion.

En este estudio se eligié la manteca de cacao por su disponibilidad en Ecuador, ya que
el pais es uno de los mayores productores y exportadores de cacao (Vega & Beillard, 2015).
La manteca de cacao es una grasa natural procedente del haba de cacao. Su textura, dureza,
tiempo de vida y su punto de fusion son valiosos en las industrias farmacéutica, alimentaria y
cosmética. Sus propiedades lo convierten en un producto con un alto potencial para la
elaboracion de microparticulas (Bocanegra., et al, 2005). De igual manera se eligi6 la cera de
abeja por su biodisponibilidad en Ecuador y por sus caracteristicas, puesto que es una cera muy
cristalina y se utiliza con frecuencia en la microencapsulacion de farmacos para obtener una
liberacion controlada (Ranjha, Khan & Naseem, 2010).

El objetivo del presente estudio es evaluar el uso de la manteca de cacao y la cera de
abeja como agentes microencapsulantes de la curcumina empleando el método de emulsion-
evaporacion de solvente, usando como surfactante Tween 80. El estudio es un trabajo
complementario al trabajo de Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos de Susana
Bentacourt (2021) en la USFQ, por lo que, a partir de esta experiencia previa se establecieron
las condiciones de elaboracién de las microparticulas. Se evaluara la morfologia, didmetro de
particula, eficiencia de microencapsulacion (%EE) y liberacién abrupta del uso de cada agente
microencapsulante, modificando la variable de temperatura y manejando diferentes relaciones

de fase acuosa/fase organica.
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2. METODOLOGIA

2.1. Materiales y reactivos
Oleorresina de curcuma: Ecom Food Industries Corporation (Anexo Ay B)
Manteca de cacao 100% natural
Cera de abeja premium: Apicola del Ecuador
Tween 80: Polisorbato 80
Acetato de etilo: Fisher Chemical
Etanol potable 96%
2.2. Disefo experimental
Se aplicé un disefio al azar con arreglo factorial 22 que corresponde a la combinacion de
dos factores (agente encapsulante y relacion fase acuosa/fase organica), propuesto por Bentacourt
(2021). Se realizaron 9 tratamientos (Tabla 1), y 27 unidades experimentales, puesto que se
realizo por triplicado.

Tabla 1. Descripciéon de los tratamientos.

Tratamientos Temperatura (°C) | Agente encapsulante Relacion fase
acuosa/fase organica
CA 31 65 Cera de abeja 3:1
CA 31 80 Cera de abeja 3:1
MC 3:1 40 Manteca de caco 31
CA5:1 65 Cera de abeja 5:1
CA5:1 80 Cera de abeja 5:1
MC 5:1 40 Manteca de caco 5:1
CAT1 65 Cera de abeja 7:1
CAT1 80 Cera de abeja 7:1
MC 7:1 40 Manteca de caco 7:1

2.2.1. Variables de entrada
Se evaluaron 3 variables de entrada (Tabla 2), las matrices lipidicas como agentes

microencapsulantes, la relacion entre la fase acuosay la fase organica (FAc:FO), siendo la fase
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organica en la emulsion la solucion del agente microencapsulante con el material a encapsular
(curcumina) disuelta en un solvente organico, y la fase acuosa es la solucién del surfactante o
tensioactivo, que dispersa a la fase organica, permite la formacién de las microparticulas y
evita la dilucion de FO. La tercera variante es la temperatura, al emplear la cera de abeja se
debe calentar la solucién acuosa, por lo que se estudia el uso de la solucién acuosa a 65°C y
80°C.

Tabla 2. Descripcidn de las variables de entrada.

Variable de entrada Especificaciones
Agente encapsulante 2 niveles: cera de abeja, manteca de caco
Relacion fase acuosa/fase organica 3niveles: 3:11-5:1-7:1
(FACc:FO)
Temperatura 2 niveles: 65 —-80° C

2.2.2. Variables de respuesta
Se establecieron tres variables de respuesta (Tabla 3).

Tabla 3. Descripcion de las variables de respuesta.

Variable de respuesta Especificacidon
Eficiencia de encapsulacion (%EE) Mayor eficiencia
Liberacion abrupta o “burst release” Menor liberacion
Tamafio de particula Depende de la aplicacién

2.2.3. Ponderacion de las variables de respuesta

Se recopilaron los resultados de respuesta de cada tratamiento, siendo la eficiencia de
encapsulacion (%EE) la mas importante, con una puntuacién de 2, puesto que esta nos indica

la efectividad y rendimiento de la microencapsulacion. Mientras que, la liberacion abrupta nos
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indica la vida Gtil que tendria la microparticula, y tendré una puntacion de 1.
2.3. Método de elaboracion

Obtencion de microparticulas

Se empleo el método de emulsion-evaporacion de solvente, donde la matriz lipidica
(manteca de cacao o cera de abeja) que contiene al compuesto activo (curcumina) es disuelto
en un solvente organico, en este caso acetato de etilo (5% p/v) y la emulsificacion se genero en
una fase acuosa de Tween 80 al 0,5%. Las condiciones de experimentacion se determinaron
mediante pruebas preliminares desarrolladas en el laboratorio de Biomateriales de la
Universidad San Francisco de Quito.

La fase organica se desarrollo al mezclar 1g de la matriz lipidica 5% p/v con 0,1 g de
la oleorresina de curcuma, 10% p/v, en 20 mL de acetato de etilo. Para disolver la matriz
lipidica se calentd la solucion a 40°C para MC y 65°C para CA (Anexo C), la solucidn se cubrio
con parafilm para evitar la evaporacion del acetato. Para la fase acuosa se agregdé la cantidad
de surfactante dependiendo del tratamiento (ANEXO D), para el caso de MC se mantuvo la
fase acuosa a temperatura ambiente, y para CA se calenté a 65°C y 80°C. Considerando la
fotosensibilidad de la curcumina, las soluciones fueron protegidas de la luz con papel aluminio.

Para la emulsion se empelo el homogeneizador de alta velocidad (High Speed
Homogenizer — Adjustable XFK Modelo FSH-2A 0719018), se agregd primero la fase acuosa
hasta alcanzar 1200 rpm y posteriormente se agrego la fase organica agitandose por 1 minuto,
finalmente se agregd 50 ml de agua destilada a 4°C y se homogeniz6 por 10 segundos.

La evaporacion de solvente es de 24 horas, por lo que se deja la solucién cubierta con
papel aluminio con huecos a 400 rpm. Finalmente se realiza un proceso de secado por
liofilizacion por 49 horas (liofilizador BIOBASE, modelo BK-FD 10P).

En la figura 1 se presenta graficamente el proceso de obtencion de microparticulas.
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Figura 1. Proceso de obtencion de microparticulas (Bentacourt, 2021).
2.4. Caracterizacion de microparticulas

2.4.1. Morfologia
Para obtener un mayor conocimiento sobre la morfologia de las microparticulas, se

realiz6 un analisis mediante la microscopia electronica de barrido (SEM), JSM -1T300 Scannig
Electron Microscope (Tokyo — Japdn). Las microparticulas liofilizadas se colocaron con cinta
de carbono sobre topes metélicos y se colocaron en celdas peltier. Se trabajo a -10°C y las
imagenes se obtuvieron a 20 kV 50 Pa, con diferentes aumentos: 200X, 500X, 1000X y 2000X.
2.4.2. Didmetro y distribucion del tamafio de particula

Se tomaron micrografias con el microscopio LEICA DM 500 utilizando el programa Leice
Application Suite (LAS EZ) empleando un aumento de 40X. Se procesaron las micrografias
con el programa Image J, el cual permite caracterizar de manera sistematica diferentes
caracteristicas de una imagen (Gonzélez, 2018), para analizar el tamafio y la distribucion del
tamafio de particula Se analizaron 5 fotos por cada tratamiento, para generar el promedio del

diametro y diagrama de distribucion de particulas.
2.4.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los grupos funcionales de las muestras se analizaron utilizando un espectrometro infrarrojo

por transformada de Fourier (FTIR). Se empleé el espectrometro FTIR Agilent Cary 630,
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empleando el método andlisis_usfq establecido en el laboratorio de micro de la USFQ, y con
rango de 650-4000. Los diagramas obtenidos fueron procesados mediante el programa Origin8,
el cual permiti6 realizar una linea de base para los diagramas y poder modificar estos para una
mejor lectura.

2.4.4. Eficiencia de encapsulacion (%6EE)

La eficiencia de encapsulacién se define por la concentracion del material incorporado
detectado en la formulacion sobre la concentracion inicial utilizada para elaborar la
formulacion (Piacentini, 2016). El objetivo es determinar la concentracion de curcumina en el
sobrenadante que no se encapsulo, para eso se lee la concentracion empleando la
espectroscopia UV-Vis (Hanon Instruments). Se aplicd una curva de calibracion empleando
soluciones estdndar con concentraciones conocidas de curcumina en etanol potable al 96%
(ANEXO E). La longitud de onda de la curcumina en etanol se obtuvo experimentalmente por
Ariyarathna & Karunaratne, obteniendo que la longitud de méxima absorcién (A max) se
observo a 427 nm (2016).

Se tomo una alicuota de 5 mL de la solucién de microparticulas, después de las 24 horas de
evaporacion, y se filtr6 empleando un filtro PTFR 0,45 um. En tubos falcdn que contenian
4500 pL de etanol potable al 96% se agreg6 500 pL del filtrado, homogenizando la mezcla en
vortex durante 10 segundos.

Se empleo etanol potable al 96% como blanco en UV-Vis. Se midio la absorbancia de una
solucion de microparticulas sin curcumina como blanco, para restar esa concentracion de la
concentracion con curcumina. Con la ecuacion obtenida en la curva de calibracion, fue
calculada la concentracion curcumina sin encapsular.

Se empleo la ecuacion 1 para determinar %EE.

curcumina inicial total — curcumina sin encapsular
%EE = (9) — psular (9) 100 ()
curcumina inicial total (g)
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2.4.5. Liberacion abrupta o liberacién “burst”

En liberaciones controladas inmediatamente después de la colocacion en el medio de
liberacion se libera una gran cantidad de la sustancia antes de que la velocidad de liberacién
alcance un perfil estable, a esto se conoce como liberacion abrupta o “burst release”, y reduce
la vida util efectiva de la matriz (Cam., et al, 2020). Mostrando asi el desarrollo de la matriz en
las primeras horas con la explosion inicial, con lo que ayudara a determinar la tasa de liberacién
que se tendra a partir de ese punto.

Para el estudio de liberacion in vitro se prepard una suspension de 2mg/mL de
microparticulas liofilizadas en una solucion de buffer fosfato salino (PBS) a pH 7.4 con 0.5%
de Tween 80. Las suspensiones se dejaron en la incubadora a temperatura y velocidad de
agitacion constante de 37°C y 80 rpm respectivamente, por un periodo de 5 horas.
Posteriormente al tiempo de liberacion las muestras extraidas se filtraron con un tamafio de
poro de 0,45 pm, colocando 500 pL del filtrado en 4500 pL de etanol potable al 96% y
homogenizando en vortex por 10 segundos. Se leyd la absorbancia en UV-Vis empleando como
blanco etanol potable al 96%, con una longitud de onda de 427 nm. Se leyd la absorbancia de
muestras con y sin curcumina.

Para calcular la concentracion de curcumina liberada a las se emple6 la ecuacion 2:

masa de curcumina liberada (g) (2)

Concentracion de curcumina (% = —
(%p/p) masa de curcumina inicial (g)

2.4.6. Andlisis estadistico

El experimento se realizd por triplicado y los datos se utilizaron para analisis
estadistico. La diferencia significativa se evalu6 mediante ANOVA empleando el software
Minitab® 20.2, 2021. Se trabajo con un nivel de confianza de 95% (p < 0,05), y con el método

Tukey de multiple comparacion.
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3. RESULTADOS Y DSICUSION
3.1. Morfologia de microparticulas

Las estructuras morfologicas de las microparticulas examinadas por SEM se presentan

la figura 2 y 3. Para su estudio se trabajo con celdas peltier a -10°C para evitar la degradacion

de las particulas. Como se puede observar en las micrografias de la figura 2, la morfologia de

las microcapsulas con cera de abeja presenta una forma de hojuela achatada con bordes
pronunciados y delgados, teniendo formas irregulares. Mientras que en la figura 3, podemos
observar que las microcapsulas de manteca de cacao tienen una forma esférica lisa, formando

claramente las esferas uniformes.

Relacidn fase acuosa: fase organica

Cera de abeja

Figura 2. Microscopia electrénide barrido (SEM) de las distintas microparticulas
liofilizadas.
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En la figura 2 tenemos que las figuras para los tratamientos 5:1, 3:1 (80°C) y 7:1 (80°C), no se
logra apreciar de manera correcta la forma de las particulas sino solo su superficie filosa. Esto

se debio a una degradacion prematura de las particulas debido al aumento de calor en el proceso

de lectura de SEM.

Relacion fase acuosa: fase orgénica

Manteca de cacao

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)de las distintas microparticulas
liofilizadas.

En la figura 3 de igual forma se observ6 un problema en la lectura del tratamiento 5:1,
si bien se logra apreciar superficialmente que se formaron las esferas de particulas estas se
encuentran degradadas por la temperatura, por lo que se observa que se estan derritiendo.

En las figuras 4 y 5 se presentan las micrografias de las particulas empleando cada
agente encapsulante. En primera instancia se puede observar como al emplear manteca de
cacao se consiguen esferas con bordes lisos y uniformes, mientras que, al emplear cera de abeja

se obtienen particulas achatadas, con irregularidades, como se analiz6 en SEM.
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Relacion fase acuosa: fase orgénica

5:1 (65°C T 5:1(80°C |

Cera de abeja

|
o
'i

| _T:1(65°C) ) — 7:1 (80°

‘ S0um

Figura 4. icrografl’as de microartl’culas de ce de abeja con curcumina. Lente objetivo:
40X.

Al emplear cera de abeja se obtuvieron aglomeracion de microparticulas, las cuales no son
deseadas, puesto que se necesitan particulas sueltas para su analisis. Podemos observar que estas
aglomeraciones disminuyen conforme se incrementa la relacion FAc:FO, esto se debe, a que a un
mayor volumen de fase acuosa que se maneje se logra una emulsion mas eficiente logrando desarrollar
mejor las particulas. Varios estudios que han implementado ceras como agentes encapsulantes
sugieren homogenizar las fases a temperaturas superiores a la temperatura de fusion de la matriz
lipidica, puesto que, a una mayor temperatura se podria reducir la presencia de grumos (Nahum
& Domb, 2021), y como podemos observar en la figura 4, con un aumento de la temperatura
se logran particulas mas sueltas. EI aumento de temperatura previene una solidificacion

prematura de la cera de abeja, la cual evita que forme microcapsulas, y como indica Haghighat-

Kharazi et al, se recomienda trabajar a una temperatura de al menos 90°C (2018).
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Relacién fase acuosa: fase organica

Manteca de cacao

. . 5 S ases . S ete : = O |
Figura 5. Micrografias de microparticulas de manteca de cacao con curcumina. Lente
objetivo: 40X.
Al emplear manteca de cacao podemos observar que no se presentan aglomeraciones

independientemente de la relacion FAc:FO que se maneje. Investigaciones previas con manteca
de cacao han obtenido resultados similares de particulas uniformes, siendo independientes al
material a encapsular (Alvarez, 2020; Ponce, 2020). Con un aumento de la fase acuosa
logramos apreciar la formacion de més particulas, las cuales se analizaran posteriormente en
el anlisis de distribucion.

En este analisis se puede determinar que el uso de manteca de cacao como material
microencapsulante da una mejor morfologia en el desarrollo de la microparticula formando una
estructura favorable para distintos analisis y para su implementacion. De igual manera, este
material resulta mas favorable de manejar puesto que la temperatura no afecta en su desarrollo.
3.2. Diametro de particula

Se analizaron las fotos presentes en el apartado 3.1 en el programa ImageJ teniendo la

barra de calibracidn de 50 (um). Se dio un rango especifico analizando visualmente la particula
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maés grande que se podia observar en el microscopio, para evitar un error. En este trabajo no se
desarrollaron los tratamientos CA 3:1 (65°C), CA 7:1 (65°C), MC 3:1y MC 7:1, por lo que,
para este apartado y para el 3.3 se emplearon los datos de la tesis de Betancourt (2021). En la

tabla 5 (anexo F) se presenta con mayor detalle los valores obtenidos por cada tratamiento.

4.5

3.0

Tamafio de particula ((um)

1.5

0.0

CA3:1(65°C) CA3:1(80°C) CAS5:1(65°C) CA5:1(80°C) CA7:1(65°C) CA7:1(80°C)

Tratamientos

Figura 6. Tamafio de microparticulas hechas con cera de abeja como material
microencapsulante.

Como se puede observar en la figura 6 se obtuvo un mayor didmetro en el tratamiento
CA 7:1(65°C) con un valor de 3.40um. Este valor contradice el estudio de Becker, que sugiere
que a un incremento de la fase acuosa se tiene un menor tamafio de particula (2016). Sin
embargo, el enunciado de Becker si se cumple para los tratamientos de temperatura de 80°C,
donde el tratamiento CA 3:1 tiene un tamafio de 2.33umy el tratamiento de CA 7:1 es 1.99um,
cumpliendo el decrecimiento conforme aumenta la relacion FAc:FO. Por lo tanto, se puede
inferir que el rango que se manejo para el tratamiento CA 7:1 (65°C) es erréneo, y se considerd

el diametro de aglomeraciones dentro del analisis de particulas, afectando asi la media del

tamafio de particula. De igual manera mediante investigacion se ha comprobado que un
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incremento en la temperatura de emulsion ocasiona una disminucion en el tamafio de las

particulas (Zhao., et al, 2019).

4.5

!

1.5

Tamafio de particula ((um)

0.0

MC 3:1 MC5:1 MC7:1
Tratamientos

Figura 7. Tamafo de microparticulas hechas con manteca de cacao como material
microencapsulante.

Como se puede observar en la figura 7 con el tratamiento MC 3:1 se obtuvo el mayor
tamafio de particula del estudio, siendo este de 4.20um. Para la manteca de cacao podemos
observar que al aumentar la relacién FAC:FO se tiene una disminucion en el tamafio de
particula, para el tratamiento MC 5:1 se obtuvo un tamafio promedio de 3.29um y para MC 7:1

3.90um, pero al analizar la desviacion estandar que se obtuvo se puede inferir que no hay una

diferencia destacable entre ambos tratamientos.

3.3. Distribucion de tamafio de particula
Para el andlisis de distribucion de particula se tom6 el histograma de Imagel
correspondiente a las imagenes analizadas en el apartado 3.1. Se debe mencionar que estos
histogramas no representan los valores reportados en el inciso 3.2, puesto que, para ese caso se

analizar 5 micrografias para sacar un promedio. En los histogramas se presenta el rango de
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tamafio con el que se trabajo, la media y deviacién estandar del tamafio de particula, y el

numero de particulas presentes en la micrografia.

Relacidn fase acuosa: fase organica
3:1 (65°C) 3:1(80°C)
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Figura 8. Distribucién de tamafio de particulas.

En la figura 8 podemos analizar que los histogramas son asimétricos, mostrando una
tendencia a una concentracion mayor de particulas en el rango [2-3]um, obteniendo solo en el
tratamiento CA 7:1 (80°C) un rango inferior de 0.577um. En el histograma del tratamiento CA
7:1 (65°C) se tiene un rango superior de 7.824um, pero la distribucion en este valor es minima,

por lo tanto, podemos afirmar el planteamiento que se realiz6 en el inciso anterior, en el cual
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se infiere que en este caso se conto el didmetro de alguna aglomeracion alterando asi la

distribucion del tratamiento.

Relacién fase acuosa: fase organica
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Figura 9. Distribucion de tamafio de particulas.

En la figura 9 podemos observar histogramas asimétricos con una tendencia a la

izquierda, y al igual que al emplear cera de abeja se tiene una distribucion concentrada en el

rango de [2-3]um. Para los tratamientos MC 3:1 y MC 7:1 se tiene un rango superior elevado

de 10.803um y 7.022um, respectivamente. La concentracion de particulas que vemos en este

caso es reducida por lo que se puede inferir que hubo un error y se contabilizo el diametro de

alguna burbuja presente en

3.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

la placa del microscopio.

Se analizaron 4 casos como se presenta en la figura 10, siendo estos los materiales

encapsulantes solos y cuando contenian a la curcumina. Las estructuras quimicas se encuentran

en el (ANEXO G), y en ellas podemos analizar que lo que diferencia a la curcumina es la
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presencia de compuestos aromaticos. Al emplear la cera de abeja se observé una banda intensa
significativa entre 1110 y 1252 cm™ ! y se lo atribuye a la vibracion de flexion del grupo
aromatico (C - O). Se encuentra un pequefio pico en 1523 y 1517 cm™ !, al emplear cera de
abeja y manteca de cacao, respectivamente, atribuido predominantemente anillo de benceno,
puesto que la literatura nos indica que este grupo se encuentra en un namero de onda entre
1620 a 1400 cm™{(Smith, 2020)

Se especula que una liberacion mayor implica una mayor cantidad de curcumina, por lo

que tedricamente se deberia presentar picos mas altos en los grupos aromaticos.
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Figura 10. Espectros FTIR de diferentes formulaciones de microparticulas.

3.5. Eficiencia de encapsulacion (%EE)

El analisis estadistico se encuentra detallado en (ANEXO H). Para la cera de abeja se
realizo su analisis dividiendo por temperaturas, obteniendo en ambos casos un valor p < 0,05,
por lo tanto, si existe una diferencia significativa en el %EE. De igual manera el método de

Turkey determino que al emplear cera de abeja los resultados son significativamente diferentes
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entre ellos. En el analisis de manteca de cacao también se obtuvo un valor p < 0,05, siendo
resultados con diferencia significativa, sin embargo, el método de Turkey determino que el
tratamiento MC 3:1 y MC 7:1 no son significativamente diferentes. Al realizar el método
Turkey para todos los tratamientos se determina que CA 5:1 (65°C) es significativamente igual
aMC5:1(65°C),y CA 7:1(65°C) es significativamente igual a MC 7:1. Determinando de esta
manera que al aumentar la relacién FAc:FO, y trabajar bajo una temperatura menor de 65°C se
obtiene estadisticamente la misma %EE al trabajar con cera de abeja y manteca de cacao.

La eficiencia de la encapsulacién es influenciada por varios factores, incluyendo la
solubilidad de una matriz en solventes organicos, la solubilidad del solvente organico en agua,
la concentracion de la matriz, la relacion de fases y la tasa de evaporacion de solventes
(Hartini., et al, 2021). La formulacion adecuada de la matriz y las condiciones éptimas pueden
producir microcapsulas adecuadas con las caracteristicas deseadas. La eficiencia de
encapsulacion se encuentra resumida en la tabla 5, obteniendo en el estudio un rango de %EE
de 75 + 0.40 a 98 + 0.19 %, teniendo en general una mayor %EE al emplear cera de abeja. La
mayor %EE se obtuvo a partir del tratamiento CA 3:1 (80°C), siendo este seguido por los
tratamientos empleando temperatura de 80°C, determinando asi, que un aumento de
temperatura mejora la eficiencia de encapsulacion. Y esto corresponden al mejor desarrollo de
particulas que se genera con cera al aumentar la temperatura de emulsién como se analiz6 en
el enunciado 3.1.

La menor %EE se dio para los tratamientos CA 7:1 (65°C) y MC 7:1, teniendo estos
una misma %EE. Se observa en el estudio una disminucion de la %EE al incrementar la
relacion FAC:FO, pero esto es una correlacion intrinseca del estudio, puesto que, no se puede

generalizar esta correlacion para todos los casos, ya que falta investigacion en este campo.
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Tabla 4. Eficiencia de microencapsulacion de los tratamientos.

Tratamientos Eficiencia de microencapsulacion Tukey
(%)

CA 3:1(65°C) 88 + 0.58

CA 3:1(80°C) 98 +0.19

CA5:1(65°C) 82 +£0.48 A

CA5:1(80°C) 93+0.53

CA 7:1 (65°C) 75+ 0.40 C

CA 7:1 (80°C) 84 £0.31
MC 3:1 78+£0.19 B
MC 5:1 80 + 0.58 B-A
MC 7:1 75+ 2.36 B-C

3.6. Liberacion abrupta “Brust”

En las figuras 10 y 11 se compara la concentracion de curcumina libre a un tiempo 0y
a las 5 horas de digestion en el medio PBS. En la liberacion abrupta ocurre un estallido inicial,
atribuible a la rapida liberacion de moléculas de material encapsulado que se encuentra cerca
de la superficie, seguido de una liberacion de tiempo 0, atribuible a la presencia de farmaco
precipitado en la matriz lipidica (Shahani & Panyam, 2011).

El analisis estadistico ANOVA se detallaen (ANEXO I). Para la cera de abeja se realizo
su analisis dividiendo por temperaturas, obteniendo un valor p de 0.072 para 65°C y un valor
p de 0.728 para 80°C. Siendo estos valores p>0.05, se determina que no existe una diferencia
significativa entre los tratamientos. Por lo tanto, al emplear cera de abeja la variable que afecta
en su cuantificacion de liberacion abrupta es el incremento de la temperatura obteniendo con
este un mejor resultado, es decir una liberacién abrupta menor. Por lo que es posible determinar
que el cambio de la relacién FAc:FO es indiferente en la liberacion abrupta.

Para la manteca de cacao se obtuvo un valor p de 0.005, existiendo asi una diferencia
significativa empleando este material, por lo tanto, el cambio en la relacion FAc:FO si afecta a
la liberacion. Sin embargo, al emplear el método de Turkey de agrupacién se determina que el

tratamiento MC 5:1 y MC 7:1 comparten letra, indicando que no existe una diferencia
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significativa en sus medias. Por lo tanto, se puede determinar que un incremento en la relacion
FAC:FO es significativo en la liberacion abrupta sin embargo después de una relacion 5:1 el
incremento es insignificante. Se realizd el método de Turkey para todos los tratamientos determinando
que el valor de liberacion abrupta de los tratamientos MC 7:1 y MC 5:1 son significativamente igual

al emplear cera de abeja a (80°).
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Figura 11. Liberacién abrupta de curcumina a partir de microparticulas de cera de abeja.
Mismas letras significa que no hay diferencia significativa.
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Figura 12. Liberacion abrupta de curcumina a partir de microparticulas de manteca de
cacao. Mismas letras significa que no hay diferencia significativa

Como se observa en la figura 10 y 11 se obtuvo una mayor liberacion abrupta para el
tratamiento CA 7:1 (65°C), esto se pudo deber a la baja %EE de este tratamiento, liberando el
15.33% de curcumina, mientras que en el tiempo 0 se liberé 1.43%. En el tratamiento MC 7:1
también se evidencio una baja %EE pero en este caso se obtuvo una liberacion menor de 7.08%.
Esto se puede deber a que la morfologia afecta a la liberacion abrupta donde paredes lisas y
uniformes reducen la liberacién abrupta (Yeo & Park, 2004), teniendo asi una liberacién menor
para la manteca de cacao.

La menor liberacion abrupta se obtuvo al emplear la cera de abeja a una temperatura de
80°C, como se analizd en el analisis estadistico al aumentar la temperatura en la emulsién de
la cera de abeja se obtiene una misma liberacion de aproximadamente 4% para todas las
relaciones de FAC:FO, volviendo esta variable independiente. Si bien con este material encapsulante

se obtuvieron los valores mas altos de %EE, no sé le puede acotar los resultados de la liberacion a ese



33

analisis, puesto que, la eficiencia de encapsulacion no conduce necesariamente a una reduccion de la

liberacidn abrupta, pero si permitira controlar el perfil de liberacion. (Yeo & Park, 2004).

3.7. Ponderacion de variables
Se determina que el tratamiento CA 3:1 (80°C), obtiene los mejores resultados de los

estudios realizados. Seguido por el tratamiento CA 5:1 (80°C), puesto que ambos obtuvieron
la %EE mas alta siendo superior al 90%. Y con estos tratamientos se obtuvo la menor liberacién
abrupta, siendo ambos estadisticamente iguales.

Por otro lado, las microparticulas con mayor diametro, forma definida, redondas y lisas,
con mejor distribucion de tamarfio corresponden al tratamiento MC 5:1, y teniendo este una
%EE de 80% Yy una liberacion abrupta estadisticamente igual a los tratamientos CA 5:1 (80°C)

y CA 3:1 (80°C), se determina que este seria el tercer tratamiento mas prometedor.

Tabla 5. Calificacion ponderada de variables de respuesta de los tratamientos.

% de eficiencia de
Tratamiento encapsulacion (/2) | Liberacion abrupta (/1)] TOTAL

CA 3:1 (65°C) 0 0 0
CA 3:1 (80°C) 2 1 3
CA5:1 (65°C) 0 0 0
CA5:1 (80°C) 2 1 3
CA 7:1 (65°C) 0 0 0
CA 7:1 (80°C) 0 1 1
MC 3:1 0 0 0
MC 5:1 0 1 1

0 1 1

MCT7:1
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Al estudiar las variables de entrada se evidencio que al emplear cera de abeja el aumento
de la relacion FAc:FO es indiferente para algunos analisis, como en el caso de la liberacion abrupta,
determinando que los mejores resultados se obtienen con una relacion 5:1 o inferior, y que la variable
que mas afecta es el incremento de temperatura obteniendo los mejores resultados a 80°C. De igual
manera, al empelar manteca de cacao se obtuvieron mejores resultados con una relacion FAc:FO de
5:1. El estudio determino que las mejores formulaciones para encapsular curcumina segun los analisis
realizados son CA 3:1 (80°C) y CA 5:1 (80°C), teniendo estas una %EE superior a 90% y una
liberacidn abrupta significativamente igual. De igual forma se determina que el tratamiento MC 5:1
obtuvo la misma liberacion abrupta que los tratamientos previamente mencionados, por lo tanto, se
recomienda seguir el estudio de estas 3 formulaciones. Una de las desventajas de la curcumina es que
es fotosensible, por lo que se recomendaria realizar un analisis de fotodegradacién para analizar si el
material encapsulante esta protegiendo a la curcumina. De igual forma una de las caracteristicas mas
importantes de la curcumina es que es antioxidante, por lo que se recomendaria realizar analisis
antioxidativos. El estudio de libracién abrupta de las primeras 5 horas muestra el estallido inicial que
se obtuvo, siendo este en gran medida la curcumina que se encontraba en la superficie y que no se
absorbid, por lo que se recomendaria realizar un andlisis de liberacion prolongada (24, 48 y 72 horas)
para obtener asi una curva de liberacién completa y dar una mejor conclusion del uso de estos

materiales microencapsulantes.
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ANEXOS
ANEXO A: Ficha técnica de la oleorresina de curcuma

Ecom Food Industries Corporation

PRODUCT SPECIFICATION SHEET

Product OLEORESIN TURMERIC
Code NR 3709
Classification Spice Extract
Date Issued June 2015
PRODUCT DESCRIPTION

OLEORESIN TURMERIC s a red-brown, viscous fiquid containing extractives of
Curcuma fonga L, propylene glycol, and benzyl alcohol

PHYSICAL & CHEMICAL PROPERTIES LIMITS
RESIDUAL SOLVENT <25 ppm
CURCUMIN CONTENT 6.18-8.83%
COLOR VALUE 6180 - 8830
INSOLUBLE MATTER Nil
SOLUBILITY Oil & Water Dispersible
FLASH POINT >72°C

STORAGE CONDITIONS AND SHELF LIFE
Store in onginal tightly closed container in 3 cool. dark and dry place
Shelf life12 months minimum under above conditions.

THE NFECAMATION CONTANED HERTIN B TRUT AND ACCURATE 70 THE BEST OF OUR MNOWLEDGE . ADCONMMENDATIONS ART MADE
WITHOUT GUARANTELE AND WE WUST NECEISARILY DIDCLAN ALL LASLITY WITH RESSECT TO TME UST OF MATERALS SUPPUIID Y
DOON NARUTACTURING CORPORATION, SINCE ™HE COMDIMIONS OF UGL AR BEYOND OUR CONTROL.

80 Telson Road, Markham, Ontario Canada L3R 1E5
Phone: 905 477 2441 Fax: 905 477 2551 www.ecomcanada.com
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ANEXO B: Certificado de analisis de la oleorresina de cdrcuma

Ecom Food Industries Corporation

Certificate of Analysis
Product TURMERIC OLEORESIN NR3708 NR3709
Customer ADITMAQ ADITIVOS Y MAQUINARIAS

Customer Order Nbr ECOM-P-085-20

Lot EBOYSTOS
Analysis Specification
Residual Solvent <25com <25ppm
Solvent Etryl acetate/newac Ethy acotate/hex/ac

Volatile oil 0.00%

Solubllity  Water and ol disparsible Water and oil dspersible
Method ASTA-UV ASTALY
Colour Value  go79 8180-6830
Curcumin  §.27% 6.18-6.83%
Date of issue 14-JukZ20
Mg Jun/20
Expiry: Junw2t

A0 Telson Rd. Markham, Ont Canada. L3R 1E5

Phone 905-477-2441 Fax:505-477-2551 E mall lab@ecomcanada.com
Wehsia www ecomcanada,com
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ANEXO C: Certificado de calidad de cera de abeja

LABORATYORIO

ASA

LABORATORIO DE ANALISIS DE ALIMENTOS

Y PRODUCTOS PROCESADOS
INFORME DE RESULTADOS
INF LASA | B0 1900744
ORDEN DE TRABAJU No, 0098414
| DATOS DEL CLIENTE
X : e DIRECCHON: AMAGUANA - AV GENERAL RUMBNAHUIY

SOLICTTADO POR: APICOLA DEL ECUADOR |l OS SAUCES Ni3-128
TELEFONO/FAX: 2575704 [T1PO DE MUESTRA: ESPECIAL  [FROCEDENCIA; FLANTA

RIS g TR CODIGO INICIAL: M1 - LOTE: 002 - FELAB: 11032019 -
IDENTIFICACION: CERA DE ABEIA PREMIUM XD A0}

DATOS DEL LABORATORIO

MUESTREO POR: SOLICITANTE [FECHA DE MUESTREO: - INGRESO AL LABORATORIO: 12032019
FECHA DEANALISIS: 120318032019 [FECHA DE ENTREGA: 13032019 [NUMERO DE MUESTRAS: Ui (1)
CODIGO DE MUESTRA: 335519 [REALIZACION DE ENSAYOS: LABORATORIO

REPORTE DE ANALISIS FiSICO - QUIMICO

X e 'VALORES DE | INCERTIDUMBRE :
TE METROS N S i E q z METC 0
ITEM|  PARAMETROS UNIDADES | RESULTADOS | oo CiA U ) £T0DO DE ENSAY!
| COLOR > LgETa Caracteristico NA SENSORIAL
amanila
2 | INDICE DE ACIDEZ mg KO/ A 17-24 NA VOLUMITRIA
INDICE DE ; .
3 ESTERIFICACION mg KOH/g .58 7.7 NA usPal
INDICE DE )
4 SAPONIFICACION mg KOWg 0,06 %0110 NA NILLINEN 40
5 OLOR - Carscaeristico Carscteristico NA SENSORIAL
6 | PUNTODE FUSION o 64,0 6265 NA NTE ININ 150 812)

LAS OPINIONES E INTERPRETACIONES ESTAN FUERA DEL ALCANCE DE ACREDITACION DEL SAE
N.A_: No Aplica

D M
GERENTE

el Males
TORN)

Profibeda e seproduceiin par ) per usliparnr ssedo 60 petieise pow esorile Sl labe e e
LASA s rsaperraatibica wailaaivaments de bes mnaliog, of resdiads s 1ofiore mticanems ol maesti s tooimle & borsle por of labos e

Crunrvde se o riinns de conBarmedad § apbique, s sndon oo commia of vabar dw e [ Te—— ke 3 duclarmls por ol mésude eapetiiicn
EiL " oo la ) idad y Conrfids ldad de b ¥l Mados (b magmmssn de evte inhume impia | saptacion de ls
podnca rvlanive of sema y declarads s www labaralonslass sam)

" Vukmen de tnnnbon de F Stcacaan del dlisres

Av, de la Prensu N53-113 y Gonzalo Gallo * Teléfonos: 2469- 814 / 2269012
Juan Ignacio Parcja OES-97 y Simdn Cérdenas * Teléfono: 2290-815 « Celular: 099 9236 287
e-mail: info@ laboratoriolasa com * web: www laboratoriolasa com * Quito - Ecuador
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ANEXO D: Preparacién de microparticulas con distinta relacion fase
acuosa/fase organica

Relacion Fase acuosa (Tween 80) Fase organica

Totalidad — 20 mL de solvente + 1 g de matriz
3:1 60 mL lipidica + 0,1 g de oleorresina

Totalidad — 20 mL de solvente + 1 g de matriz
5:1 100 mL lipidica + 0,1 g de oleorresina

Totalidad — 20 mL de solvente + 1 g de matriz
7:1 140 mL lipidica + 0,1 g de oleorresina

Absorbancia

ANEXO E: Curva de calibracion de curcumina (Bentacourt, 2021)

Curva de calibracion

y =97.458x(curcumina) + 0.0858
R?=0.9898

0.0000 &
0.0000 0.0050 0.0100 0.0150 0.0200 0.0250 0.0300 0.0350

Concentraciéon de curcumina %p/v (mg/ml)



ANEXO F: Tabla 6. Tamafio de particulas

Tratamiento Diametro SD N
] CA 3:1 (65°C)
Cera de Abeja 3.20 1.10 105
] CA 3:1 (80°C)
Cera de Abeja 2.33 0.39 119
] CA5:1 (65°C)
Cera de Abeja 2.61 0.58 272
] CA5:1 (80°C)
Cera de Abeja 2.25 0.57 636
] CA 7:1(65°C)
Cera de Abeja 3.40 1.18 105
AT7:1 °
Cera de Abeja ¢ (80°C) 1.99 0.32 550
MC 3:1
Manteca de cacao 4.20 0.82 445
MC 5:1
Manteca de cacao €5 3.29 0.39 179
MC 7:1
Manteca de cacao 3.90 0.69 589

ANEXO G: Estructuras quimicas

OCH OCH,

Figura 13. Estructura quimica de la curcumina.

0

LA
-

Figura 14. Estructura quimica de la manteca de cacao.
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Figura 15. Estructura quimica de la cera de abeja.
ANEXO H: Resultados Minitab %EE

Tabla7. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos CA a 65°C.

F-  P-
Source DF Adj SS Adj MS Value Value
Factor 2 264.100 132.050 551.19 0.000
Error 6 1437 0.240

Total 8 265.538

Tabla 8. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos CA a 80°C.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Factor 2 289.537 144.768 1056.99 0.000
Error 6 0.822 0.137
Total 8 290.359

Tabla 9. Resultados del método de Turkey en Minitab para los tratamientos CA.

Factor N Mean  Grouping
CA3:1(80°C) 3 97.856 A

CA5:1(80°C) 3 93319 B
CA3:1(65°C) 3 88.458 @
CA7:1(80°C) 3 84.215 D
CA5:1(65°C) 3 81.853 E
CA7:1(65°C) 3 75.190 F

Means that do not share a letter are significantly different.

Tabla 10. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos MC.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value

Factor 2 3422 17411 8.65 0.017
Error 6 11.88 1.979
Total 8 46.10

Tabla 11. Resultados del método de Turkey en Minitab para los tratamientos MC.

Factor N Mean Grouping
MC5:1 3 79.605 A

MC3:1 3 78480 A B
MC7:1 3 75.02 B
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Means that do not share a letter are significantly different.

Tabla 12. Resultados del método de Turkey en Minitab para todos los tratamientos.

Factor N Mean Grouping
CA3:1(80°C) 3 97.856 A

CA5:1(80°C) 3 93319 B

CA3:1(65°C) 3 88.458 C
CA7:1(80°C) 3 84.215 D
CA5:1(65°C) 3 81.853 E

MC 5:1 3 79.605 EF
MC 3:1 3 78.480 F
CA7:1(65°C) 3 75.190 G
MC7:1 3 75.02 G

Means that do not share a letter are significantly different.

ANEXO I: Resultados Minitab Liberacion

Tabla 13. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos CA a 65°C.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Factor 2 0.001195 0.000597  4.22 0.072
Error 6 0.000850 0.000142
Total 8 0.002044

Tabla 14. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos CA a 80°C.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Factor 2 0.000080 0.000040 0.34 0.728
Error 6 0.000720 0.000120
Total 8 0.000801

Tabla 15. Resultados del método de Turkey en Minitab para los tratamientos CA.

Factor N Mean Grouping
CA5:1(65°C) 3 0.1306 A
CA3:1(65°C) 3 0.12015 A
CA7:1(65°C) 3 0.10268 A
CA7:1(80°C) 3 0.04320 B
CA 3:1(80°C) 3 0.03815 B
CA5:1(80°C) 3 0.03608 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Tabla 16. Resultados de ANOVA en Minitab para los tratamientos MC.

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Factor 2 0.003842 0.001921 15.17 0.005
Error 6 0.000760 0.000127
Total 8 0.004602

Tabla 17. Resultados del método de Turkey en Minitab para los tratamientos MC.

Factor N Mean Grouping
MC3:1 3 0.08794 A
MC7:1 3 0.05746 B
MC5:1 3 0.0377 B
Means that do not share a letter are significantly different.

Tabla 18. Resultados del método de Turkey en Minitab para todos los tratamientos.




Factor

N Mean Grouping

CA 5:1 (65°C)
CA 3:1 (65°C)
CA 7:1 (65°C)
MC 3:1
MC 7:1
CA 7:1 (80°C)
CA 3:1 (80°C)
MC 5:1
CA 5:1(80°C)

Means that do not share a letter are significantly different.

3 0.1306 A
30.12015 A
30.10268 A
3 0.08794
3 0.05746
3 0.04320
3 0.03815
3 0.0377
3 0.03608

B
B
B

C
C

O O O

D
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