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1. RESUMEN

Las emulsiones son dispersiones de dos liquidos inmiscibles, generalmente
estabilizadas por moléculas tensioactivas. Cuando la fraccién en volumen de
fase dispersa es superior o igual a 0,74 (valor que corresponde al maximo
empaquetamiento de gotas esféricas indeformables y monodispersas) se
denominan altamente concentradas. Dichas emulsiones tienen una elevada
relacion superficie/volumen y propiedades reoldgicas viscoeldsticas. Ademas, al
ser sistemas dispersos, poseen regiones hidrofilas y lipdfilas bien definidas que
permiten la incorporacién de moléculas de diferente naturaleza. Por todo ello,
tienen aplicaciones en el campo cosmético, alimentario, farmacéutico, en
sintesis de materiales, etc. Por ejemplo, se pueden utilizar como vehiculos de
moléculas activas en formulaciones farmacéuticas, como medios de reaccidn
para la obtencidn de moléculas de valor anadido, y como plantillas en la
sintesis de materiales.

En la mayoria de aplicaciones, los procesos de difusion desempefian un papel
importante y por este motivo, se han estudiado los mecanismos de difusion
para determinar la influencia de las propiedades de las emulsiones en dichos
mecanismos. Sin embargo, no se ha estudiado de forma simultanea la
influencia que los factores de composicidon y formacién podrian ejercer sobre
los procesos de liberacién. Por este motivo, el objetivo principal de esta tesis,
ha sido el de modelizar la formulacién de emulsiones altamente concentradas
de tipo W/O estudiando la relacion entre el tamafio de gota, sus propiedades
reoldgicas y la liberacidon de moléculas activas, incorporadas en la fase dispersa,
a soluciones receptoras.

Para alcanzar dicho objetivo, se realizé un estudio bibliografico para seleccionar
componentes biocompatibles y biodegradables para formar emulsiones
altamente concentradas, asi como, determinar las metodologias mas
adecuadas para su formacion, caracterizacion y estudio de propiedades. De
este modo, se seleccionaron tensioactivos derivados de ésteres como el
poligliceril-2 diisoestearato (1S-202P), el monoleato de sorbitan (Span80) y un
polioxietileno de sorbitdan (Tween80), un alcohol graso etoxilado (Brij52), un
derivado del aceite de ricino etoxilado (CremophorWQ7), y dos tensioactivos
poliméricos de bloque o copolimeros (SynperoniclL2 y PluronicL121). Como
componentes oleosos, se seleccionaron hidrocarburos alifaticos (aceite de
parafina y escualano), un éster derivado del acido oleico (decil oleato) y un
triglicérido derivado de los &acidos grasos caprilico/caprico (triglicéridos de
cadena media).

Se realizaron estudios preliminares de formacién de emulsiones altamente
concentradas con el objetivo de determinar los sistemas mas adecuados con



1. RESUMEN

los componentes seleccionados. Asi se seleccionaron los sistemas solucion
acuosa/Span80/aceite de parafina, solucion acuosa/Span80/escualano,
solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina y solucion acuosa/IS-202P/
escualano. También se estudiaron distintos métodos de formacion de
emulsiones altamente concentradas, como el método de concentracion de una
emulsién diluida por centrifugacién, el método de agitacion de los
componentes en su composicidon final, el método de inversion de fases o
método PIT, asi como el método convencional de adicion del componente
acuoso a la mezcla del componente oleoso y tensioactivo. EI método de
adicién, resulté ser el mas apropiado para formar emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O con los componentes seleccionados.

Utilizando el método de formacion previamente seleccionado, se determinaron
las zonas de formacion de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O en
los sistemas seleccionados. Posteriormente se seleccionaron distintas
composiciones para caracterizar tamafo de gota, estabilidad, asi como,
propiedades reolégicas. En base a los resultados de caracterizacidn, se
selecciond el sistema solucion acuosa/Span80/aceite de parafina como sistema
modelo, porque en dicho sistema se formaron las emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O mas estables y con menor tamario de gota.

Asimismo, se seleccionaron como moléculas activas modelo metilparabeno,
etilparabeno y propilparabeno. Al incorporar los parabenos en la fase dispersa
de emulsiones altamente concentradas seleccionadas, practicamente no
variaban ni la estabilidad, ni sus propiedades reoldgicas, aunque en alguna
emulsidn se observd un ligero aumento del tamafo de gota. Por este motivo se
concluyd que dichas moléculas eran apropiadas para ser utilizadas como
principios activos modelo para estudiar su liberacion desde emulsiones
altamente concentradas a soluciones receptoras. Dichos estudios, se llevaron a
cabo utilizando membranas de didlisis. Mediante este estudio se confirmé que
el metilparabeno se liberaba mds rapidamente que el etilparabeno, y éste, a su
vez, que el propilparabeno. Ademas se comprobé que el comportamiento era
el mismo si se estudiaban los parabenos separadamente o en mezclas de los
tres. Asi se decidié estudiar la liberacién de una mezcla de los tres parabenos
caracterizando simultdneamente los tres perfiles de liberacion.

Una vez seleccionados el sistema modelo (solucion acuosa/Span80/aceite de
parafina) y las moléculas activas modelo (metilparabeno, etilparabeno vy
propilparabeno), se aplicaron dos disefios de experimentos. El primero, un
disefio central compuesto, permitié relacionar el tamafio de gota y las
propiedades reoldgicas con variables de composicion y formacién de las
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emulsiones en ausencia de parabenos. Después, se procedid a realizar un
diseno factorial fraccionado para obtener un modelo empirico que permitiese
modelizar la formulacién de emulsiones altamente concentradas, estudiando el
tamafio de gota, sus propiedades reoldgicas y la liberacion de moléculas
activas. Para ello se formularon distintas emulsiones en el sistema modelo
incorporando una mezcla de los tres parabenos en la fase dispersa. Para cada
emulsién se determind el tamaiio de gota, diferentes parametros reoldgicos asi
como las curvas de liberacién de los tres parabenos en funcién del tiempo. Al
realizar el analisis de los resultados, se obtuvieron modelos empiricos para
todas las propiedades determinadas asi como su relacién con los factores de
composicion y formacidn. Por ello, también se pudo relacionar la variacién de
las distintas propiedades respecto a la variacién del tamafio de gota. En una
segunda etapa, se realizé una seleccidn de las propiedades determinadas para
proceder a la optimizacién de la formulacion mediante superficies de
respuesta. Se seleccionaron, como variables a optimizar, el tamafio de gota de
la emulsion, la deformacion critica o “critical strain”, el “melting strain” y el
modulo elastico. Ademas, con el objetivo de comprobar si se podrian optimizar
las curvas de liberacidn mediante la utilizacidn de disefios de experimentos, se
escogieron dos puntos de dichas curvas, el porcentaje liberado a 8 horas y a 24
horas. Asi se obtuvo un modelo que permitié formular emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O “a medida”, optimizando el tamafio de gota y sus
propiedades reoldgicas, asi como modulando la liberacién de las moléculas
activas incorporadas.

Se realizd un estudio comparativo de la formulacién optimizada variando el
aceite y el componente tensioactivo. Al variar el componente oleoso, se
observé una ligera disminucion de tamafo de gota pero no se detectaron
diferencias significativas en las propiedades reoldgicas. Al modificar el
tensioactivo, se observod que el tamafio de gota aumentaba significativamente,
y que las propiedades reoldgicas variaban. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la liberacidon de metilparabeno ni con la
modificacién del aceite ni con la modificacidon del tensioactivo. Comparando
todas las variables a la vez, se determiné que influia mas la variacion del
componente tensioactivo que la del aceite, influyendo mas la estructura del
tensioactivo que la polaridad del componente oleoso.

También se realizé un estudio preliminar de escalado de la formulacién éptima.
Durante el proceso de escalado se mantuvieron constantes tanto los
pardmetros geométricos del reactor y de las varillas de agitaciéon, como el
tiempo total de adicion de fase acuosa. Sin embargo, se mantuvo la velocidad
de agitaciéon de la formulacidn optimizada a escala pequefia y también se
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realizd un ensayo a una velocidad inferior. Mediante un andlisis estadistico se
determind que la emulsidon preparada durante el escalado realizado a menor
velocidad era mds parecida a la formulacién original. Adem3s, es destacable
que a pesar de la complejidad de los procesos de difusion que tienen lugar en
las emulsiones altamente concentradas, en el escalado se obtuvieron
resultados de liberacion razonablemente similares.

Mediante la utilizacion de disefios de experimentos y seleccionado un sistema
modelo de tipo componente acuoso/tensioactivo no idnico/componente
oleoso, se ha optimizado la formulacién de emulsiones altamente concentradas
de tipo W/O, obteniendo un modelo empirico que ha permitido optimizar el
tamafio de gota, propiedades reoldgicas y modular el perfil de liberacién de
moléculas activas incorporadas en el componente acuoso de dichas
emulsiones.
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2.1. Emulsiones

2.1.1. Introduccion

Una emulsién es una dispersion de dos liquidos inmiscibles que se estabilizan
generalmente con moléculas tensioactivas [Becher, 1972; Hunter, 2001]. Su
tamafio de gota suele ser del orden de micras por lo que suelen presentar un
aspecto lechoso. Las emulsiones son termodindmicamente inestables y por ello
se requiere aplicar energia para su formacién. Aunque debido a su inestabilidad
termodinamica tienden a la separacién de fases, puede conseguirse elevada
estabilidad cinética si se estabilizan convenientemente.

Las emulsiones se clasifican segun diversos criterios [Bancroft, 1911; Becher,
1972; Solans, 2004]. En la figura 21.1, se muestra un esquema de emulsiones
clasificadas de acuerdo a dos criterios: la naturaleza de las fases y fraccién en
volumen de la fase dispersa.

Aceite en Agua Agua en Aceite
o/W W/0
@ o ©
O 0 @) ) ® $<0,20 Diluida
@) @

@
OO0 00 00%¢@
OUOC) 00®e
. OC%D N LA

0,20 <$ < 0,74 Concentrada

Altamente
0,74<¢
concentrada
O Fase oleosa O Faseacuosa ¢ Volumen fase dispersa

Figura 21.1. Clasificacidn de las emulsiones segun la naturaleza de las fases y la fraccion
de fase dispersa.
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Segun la naturaleza de la fase dispersa, se distingue entre emulsiones:

- aceite en agua (O/W), la fase dispersa es oleosa y la fase continua
es acuosa.

- agua en aceite (W/0), la fase dispersa es acuosa y la fase continua
es oleosa.

Existen asimismo, emulsiones con estructuras mds complejas, son las
denominadas emulsiones multiples en las que una emulsién de tipo W/O o
O/W, se halla dispersa en una fase acuosa u oleosa, dando lugar a emulsiones
O/W/0O o W/O/W respectivamente [Florence, 1982].

Segun el volumen de fase dispersa, las emulsiones se clasifican en [Lissant,
1966; Princen, 1987]:

- diluidas: el volumen de fase dispersa es igual o inferior al 20 % y su
comportamiento reoldgico es newtoniano;

- concentradas: el volumen de fase dispersa estd entre
aproximadamente el 20 % y el 74 %, y su comportamiento
reoldgico es no newtoniano;

- altamente concentradas: son emulsiones en las que el volumen de
fase dispersa es igual o superior al 74 %. Dicho porcentaje
corresponde a un empaquetamiento compacto de gotas esféricas
indeformables y monodispersas. Su comportamiento reolégico es
viscoeldstico.

Ademas, las emulsiones también se pueden clasificar segin el tamano. Asi,
cuando el diametro de gota de la fase dispersa es inferior a unos 200 nm, las
emulsiones reciben el nombre de nano-emulsiones [Nakajima, 1993; Solans,
2003b; Solans, 2005; Tadros, 2013b].

2.1.2. Formacion

Para formar una emulsiéon se requiere aportaciéon de energia debido a su
inestabilidad termodinamica. Inicialmente la fase acuosa y oleosa, al ponerlas
en contacto, estan separadas mediante la minima area interfacial posible, lo
que implica una situacién de baja energia. Al formarse la emulsidn, se produce
un aumento del drea interfacial y, en consecuencia, un aumento de estado

10
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energético. El cambio del estado de baja energia hacia el estado de alta energia
se expresa mediante el incremento en la energia libre de Gibbs, AG, (ecuacién
21.1):

AG=yAA —TAS Ec. 21.1

Ddnde 7y es la tensidn interfacial entre las dos fases, AA es el incremento de
area interfacial, T es la temperatura y AS es el incremento de entropia del
sistema.

El hecho de que la energia necesaria para formar una emulsion sea elevada, se
atribuye a que, generalmente, YAA es mucho mayor que TAS [Walstra, 1993;
Tadros, 2013b]. Las emulsiones pueden estabilizarse creando una barrera de
energia que, dependiendo de la naturaleza y concentracidn de sus
componentes, asi como, del método de preparacién y la temperatura, puede
retardar su desestabilizaciéon. Por este motivo pueden poseer una elevada
estabilidad cinética [Hunter, 2001].

Los métodos de formacién de emulsiones se pueden clasificar en métodos de
alta y baja energia. Los métodos de alta energia o de dispersion, se basan en la
aportacién de energia externa al sistema, generalmente mecdnica, y el tamafo
de gota resultante depende de la magnitud de dicha aportacién. Por ejemplo,
utilizando equipos como agitadores, mezcladores, turbinas, homogeneizadores,
sondas de ultrasonido, etc., se pueden formar emulsiones mediante este
método. Los métodos de baja energia o de condensacién, son métodos en los
que la energia proviene de la energia interna de los propios componentes de
las emulsiones, y el tamafo de gota resultante no depende de la energia
aportada al sistema. Dentro de éstos métodos estan los métodos de inversion
de fases y los de auto-emulsificacién o emulsificacién espontdnea. Con los
métodos de baja energia o de condensacidon se consiguen, generalmente,
tamafios de gota mds pequefio y menos polidisperso, aunque actualmente se
han optimizado los métodos de alta energia y, por ejemplo, la utilizacién de
membranas ha permitido reducir la polidispersidad de las emulsiones formadas
por estos métodos [Matos, 2013].

Métodos de alta energia o de dispersion

En los métodos de alta energia primero se forman las gotas y después se
produce su deformacidn y rotura en gotas mas pequefias. Para formar una gota

11
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primero se tiene que superar la presion de Laplace (Ap) expresada segun la
ecuacién 21.2:

1 1
Ap = —_t— Ec. 21.2
p=vY (r1 rz) c

dénde y es la tensidn interfacial, y r; y r, son los dos radios principales de
curvatura [Walstra, 1993].

Sin embargo, cuando se trata de una gota perfectamente esférica los dos radios
son iguales y la ecuacién se simplifica:

Ap = — Ec.21.3

Como ejemplo, para formar una gota con un radio de 0,2 um siendo la tensién
interfacial de 0,01 N/m (tensién mas pequefia que la tension agua-aire:
0,07 N/m), la presién de Laplace seria de 10° Pa (aproximadamente
1 atmoésfera) [Walstra, 1993]. Este ejemplo muestra el elevado aporte
energético que se necesita para poder formar una emulsiéon. Asimismo, otros
factores como el régimen de flujo, las densidades de las dos fases, y la
presencia de moléculas tensioactivas influyen en la formacién de emulsiones.

El régimen de flujo viene determinado por el nimero de Reynolds (Re) [Levin,
2006] (ecuacién 21.4) :

D?wp

Re Ec.21.4

Donde D: el diametro de giro del agitador, w: la velocidad rotacional, p, es la
densidad del medio y n: la viscosidad del medio.

Para numeros de Re menores o iguales a 1000 se considera que el flujo es
laminar y para valores mayores de 2000 se considera que el flujo es turbulento.
Para un flujo laminar, la cizalla es el factor predominante y para un flujo

12
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turbulento predominan mayoritariamente las diferencias de presién aunque
también hay otros efectos a tener en cuenta como la viscosidad y la inercia
[Tjaberinga, 1993]. Asi, en régimen de flujo laminar al aumentar la cizalla se
suelen obtener tamafios de gota menores y en régimen turbulento, si
predomina el efecto de la viscosidad se suelen obtener tamafios mas pequefos
que si predomina el efecto de la inercia [Tjaberinga, 1993].

Las densidades de la fase continua y dispersa también afectan al proceso de
formacion de gotas mediante la influencia que ejercen en el tiempo necesario
para deformarlas (tqef). Asi, como se refleja en la ecuacién 21.5, un aumento en
la viscosidad de la fase dispersa (np) a un valor determinado de cizalla (Oex),
implica un aumento en el tiempo de deformacién [Walstra, 1993; Tadros,
2009].

Tdef = P . Ec.21.5
ex

Las moléculas tensioactivas pueden clasificarse en catidnicas, anidnicas,
anfotéricas y no idnicas, y poseen una regién polar o hidréfila y otra apolar o
lipofila (figura 21.2). Segun el balance hidrdfilo-lipdfilo o HLB, introducido por
Griffin [Griffin, 1949], los tensioactivos con valores de HLB pequefios forman
emulsiones de tipo W/O y los que poseen valores de HLB elevados, forman
emulsiones de tipo O/W.

Lipofila | Hidrofila

;

Figura 21.2. Esquema de una molécula tensioactiva con la region apolar, o lipdfila, y
polar, o hidrdfila.

La presencia de moléculas tensioactivas provoca una disminucién de la tensiéon
interfacial facilitando el proceso de formacién de gotas y ademas, evita la
recoalescencia de éstas debido al efecto Gibbs-Marangoni (figura 21.3). Dicho

13
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efecto se pone de manifiesto cuando se aproximan dos gotas que no disponen
de suficientes moléculas tensioactivas para recubrir toda su superficie,
produciéndose una redistribucidon de las moléculas tensioactivas que provoca
su separacion evitando asi que se unan debido al mecanismo de coalescencia
(este mecanismo se comenta en la seccién de estabilidad).

1
\

> | « <« >
’

Figura 21.3. Representacion del efecto Giggs-Marangoni. 1: las gotas se aproximan; 2:
las moléculas de tensioactivo se reordenan por toda la superficie de la gota; 3: se
produce una separacién de las gotas. (Adaptacidén del esquema de la pagina 23 de la
referencia: [Tadros, 2009]).

En los métodos de alta energia, hay que distinguir entre métodos de formacién
de emulsiones y métodos de homogeneizacion (para disminuir el tamafio de
gota). Uno de los métodos de formacién mas utilizados, es el método de
adicién, que consiste en anadir la que sera la fase dispersa, poco a poco, a la
mezcla de la fase continua (componente oleoso y tensioactivo) con agitacion
[Becher, 1972]. Una vez formada la emulsion, se puede disminuir el tamafio de
gota utilizando, por ejemplo, homogeneizadores de alta presién. Asimismo,
mediante la utilizacion de membranas se pueden formar emulsiones asi como
disminuir el tamafo de emulsiones ya formadas [Joscelyne, 2000].

Los homogeneizadores de alta presidon estan ampliamente implementados en
la obtencion de productos alimentarios. Consisten en hacer pasar una pre-
mezcla de dos liquidos de tamafio de gota grande, a través de una valvula a alta
presion [Leal-Calderdn, 2010]. Al pasar a través de la valvula se forman gotas
mas pequenas después de una combinacién de factores como elongacion,
deformacién por cizalla, impactos, etc. De este modo, se produce un equilibrio
entre dos fendmenos, la ruptura de gotas debido a la alta presion y la
deformacién debida a la recombinaciéon de gotas, o coalescencia, promovida
por colisiones.

En la emulsificacién mediante membrana, se ejerce una elevada presion sobre
la fase dispersa para conseguir que pase a través de los poros de una

14
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membrana y se propague en la fase continua [Vladisavljevic, 2002; Van Der
Graaf, 2005; Matos, 2013]. Las membranas poseen tamafios de poros
uniformes, y por este motivo las emulsiones preparadas mediante este método
suelen presentar baja polidispersidad [Hoppe, 2007].

Métodos de baja energia o de condensacion

Uno de los métodos de baja energia mas conocido y utilizado a escala industrial
es el método de inversidn de fases por cambio de temperatura o método PIT
(Phase Inversion Temperature) introducido por Shinoda [Shinoda, 1969]. El
método se basa en el cambio de solubilidad de los tensioactivos no idnicos
etoxilados con la temperatura, pues al aumentar la temperatura, aumenta el
caracter lipofilico de estos tensioactivos como consecuencia de Ia
deshidratacidn de sus cadenas de polioxietileno.

En un sistema de tipo agua/tensioactivo no idnico etoxilado/hidrocarburo, a
bajas temperaturas la curvatura espontanea del tensioactivo es positiva, es
decir el tensioactivo preferentemente es soluble en agua, formdandose
emulsiones de tipo O/W (figura 21.4). Al aumentar la temperatura, la curvatura
espontanea del tensioactivo es negativa, deja de ser soluble en agua y es
soluble en el aceite, formandose emulsiones de tipo W/O. A temperaturas
intermedias, la curvatura promedio del tensioactivo es practicamente cero y las
propiedades hidrofilicas y lipofilicas del tensioactivo se hallan equilibradas.
Dicha temperatura intermedia, fue denominada por Shinoda como
temperatura HLB [Shinoda, 1969] porque a esta temperatura, el balance
hidréfilo-lipofilo de los tensioactivos etoxilados estd equilibrado. Ademas, es en
esta temperatura donde se produce la inversion de emulsiones tipo W/O a
O/W y por eso también recibe el nombre de temperatura de inversion de fases
o PIT [Shinoda, 1968; Shinoda, 1969].

Mediante este procedimiento de emulsificacién se pueden obtener emulsiones
con tamano de gota pequenios y baja polidispersidad [Shinoda, 1969; Forgiarini,
2001; lzquierdo, 2002], y, ademads resulta muy uatil en la formacién de
emulsiones O/W con tamafios de gota pequefios cuando los aceites son
viscosos [Salager, 2004].

15
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Tensioactivo

I

Emulsion W/0

T>Tus

T=Tuw

Emulsion O/W
T<Tus

Agua Componente oleoso

Figura 21.4. Esquema del comportamiento fasico de un sistema agua/tensioactivo no
idbnico etoxilado/hidrocarburo en funcién de la temperatura. |I: zona monofasica
(microemulsion); II: zona de dos fases (para T > T,y5: microemulsidon con exceso de agua,
para T < Typg: exceso de aceite con microemulsion); Ill: zona de tres fases
(microemulsidn con exceso de agua y aceite).

En los métodos de emulsificacion por inversion de fases a temperatura
constante, la inversién se produce al variar la composicion [Marszall, 1976;
Solans, 2012]. Si la emulsién final es una emulsion O/W, el proceso se inicia,
generalmente, afiadiendo la fase acuosa a una la mezcla tensioactivo/fase
oleosa. Durante esta etapa, el tensioactivo difunde hacia la fase acuosa
formando la emulsién resultante de tipo O/W [Lin, 1975]. Ademas, si durante el
proceso de emulsificacion se forma una fase de cristal liquido, se favorece la
formacién de emulsiones con tamafio de gota pequefio y poca polidispersidad
[Sagitani, 1981; Forgiarini, 2002].

16
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2.1.3. Estabilidad

La estabilidad de las emulsiones depende de la naturaleza y concentracién de
sus componentes asi como del método de preparacion entre otros factores. A
pesar de que las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables,
pueden permanecer estables desde pocos segundos hasta afios, ya que pueden
presentar estabilidad cinética [Becher, 1983].

Las emulsiones se pueden desestabilizar mediante diversos mecanismos. Los
principales son: cremado o sedimentacion, floculacién, maduracion de Ostwald
y coalescencia [Harusawa, 1975] (figura 21.5). Dichos mecanismos pueden
actuar individualmente o conjuntamente, tanto secuencialmente como
dandose mas de un mecanismo a la vez.

@ @
e ° 4 °
e®°e @°
© &}
/ Emulsién inicial \
ooOOoQ 00 o o) ° O
O o ° ]
(@) ° e ° . e’ - @ OOO
o & © o o (@) )
e @ o
Cremado Floculacién Maduracién de Ostwald Coalescencia

\\ //

Separacion de fases

Figura 21.5. Esquema de los procesos de desestabilizacidn de las emulsiones.
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Cremado o sedimentacién. Debido a la diferencia de
densidades entre la fase dispersa y la continua, se produce la
redistribucién de las gotas de la emulsidn. Si las gotas de fase
dispersa son menos densas, se acumulan en la parte superior
de la muestra y se produce cremado. Cuando la fase dispersa
tiene una mayor densidad, se acumulan en la parte inferior y
se produce sedimentacién. Mediante este mecanismo no se
modifica el perfil de distribucién de tamafios y es un proceso
reversible [Binks, 1998; Tadros, 2013b]. Para una emulsién
diluida y monodispersa, la velocidad de cremado o
sedimentacién (vs) sigue la ley de Stokes [Stokes, 1851] y se
define cémo:

_2r*(po — p)
Mo

Ec. 21.6

N

dénde r es el radio de la gota, py la densidad de la fase
continua, p la densidad de la fase dispersa, es decir, la
densidad de las gotas, y no la viscosidad de la fase continua
[Stokes, 1851; Binks, 1998]. Asi, en una emulsion diluida, si se
reduce el tamafio de gota, se puede minimizar este
mecanismo de desestabilizacion. Sin embargo, las emulsiones
presentan polidispersidad y por eso se considera el valor
promedio de los radios (ecuacién 21.7) y el nimero de gotas,
n.

i 1
28 (py —
T (po = p) Ec. 21.7

9,

Si se consideran emulsiones concentradas, se produce una
desviacion de la ley de Stokes y existen diferentes modelos
empiricos para calcular la velocidad de sedimentacién. A modo
de ejemplo, se presenta la ecuacion 21.8, correspondiendo al
modelo de Barnea y Mizrahi [Barnea, 1973], dénde v es la
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velocidad de sedimentacién, vs la velocidad de sedimentacion
segln Stokes y ¢ el porcentaje de fase dispersa.

Vs(l - ¢)
(1 _ ¢1/3) e[5¢/3(1—¢)]

V= Ec.21.8

Floculacion. En este mecanismo, las fuerzas atractivas de Van der
Waals entre las gotas de la emulsion provocan su agregacion,
aunque las gotas mantienen su identidad, es decir, no se produce la
rotura del film interfacial [Overbeek, 1978; Petsev, 2004; Tadros,
2013b]. Hamaker [Hamaker, 1937] determind que para dos gotas de
igual radio (R) que estan separadas por una distancia (h), las fuerzas
de atraccién de Van der Waals (G,) se pueden expresar en funcion
de una constante (A.f) como se muestra en la ecuacién 21.9.

AR
- __¢Y Ec. 21.9
Ga 12h

Dénde A es la constante de Hamaker efectiva y se calcula segun la
ecuacién 21.10:

1, 1, 2
Aef = (Al _AZ ) Ec. 21.10

Siendo A; y A, las constantes de Hamaker de las gotas o fase
dispersa, y del medio de dispersion o fase continua,
respectivamente. La constante de Hamaker, se calcula a partir del
numero de dtomos o moléculas por unidad de volumen (q), y de la
constante de dispersion de London (B) (ecuacion 21.11).

A =mn%q¢*B Ec.21.11
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Dependiendo de la intensidad de las fuerzas de Van der Waals, la
floculacion puede ser reversible o irreversible.

Maduracion de Ostwald (“Ostwald ripening”). Consiste en la difusion
de la fase dispersa desde las gotas mas pequefias hacia las mas
grandes, lo que provoca que las gotas pequenas disminuyan su
tamafio y las mds grandes lo aumenten. Este proceso es una
consecuencia de la diferente presidon de Laplace de las gotas de
distinto tamafio, y es un mecanismo irreversible [Taylor, 1995, 1998;
Tadros, 2009]. En 1961, Lifshitz y Slyozov [Lifshitz, 1961] por un lado
y Wagner [Wagner, 1961] por otro, establecieron las bases de lo que
se conoce como teoria LSW (Lifshitz-Slyozov-Wagner). Dicha teoria
predice la velocidad de maduracion (w) para gotas esféricas
separadas a una distancia mucho mayor que su tamafio, cuando el
transporte de masa estd limitado por el coeficiente de difusién de la
fase dispersa en la continua. La expresidn matematica se presenta
en la ecuacion 21.12:

_dr®  8SeyV,D

=—= Ec. 21.12
W=t 9 pRT

Donde r es el radio de gota critico, t tiempo, S.. es la solubilidad de
la fase dispersa en la continua, y es la tensidn interfacial, V, es el
volumen molar del soluto, D es el coeficiente de difusion de la fase
dispersa en la fase continua, p densidad de la fase dispersa, R
constante de los gases y T temperatura. El valor del radio de gota
critico, es el valor de radio en el que la gota esta en equilibrio y
permanece constante. Por encima de este valor, las gotas tienen
tendencia a aumentar su radio y por debajo a disminuirlo. La teoria
LSV, aproxima el radio critico al radio promedio de las gotas. Asi, el
modelo predice una relacién lineal del radio de la gota al cubo
respecto al tiempo, siendo la pendiente el valor de la velocidad de
maduracién [Taylor, 1998].

Coalescencia. Mediante este proceso las gotas de la emulsién se
fusionan entre ellas para formar gotas mayores. Es un mecanismo
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de desestabilizacidon irreversible [Boode, 1993a; Boode, 1993b;
Fredrick, 2010]. Existen diferentes modelos que describen este
mecanismo, uno de ellos es el de Deminiere [Deminiere, 1999]. En
dicho modelo se pone de manifiesto que hay una relacién lineal
entre la relacion del tamafio de gota final (R¢) e inicial (R), y la
inversa del producto del tamafio inicial elevado a 2/3 multiplicado
por la raiz cubica del porcentaje de fase dispersa (), siendo la
pendiente una constante (K) que depende de la naturaleza del
tensioactivo (ecuacién 21.13).

& K

R, = 2N Ec.21.13
L

La desestabilizacion de las emulsiones se puede retardar incorporando
moléculas tensioactivas, poliméricas o particulas sdlidas.

- Moléculas tensioactivas. Ademas de producir una disminucién de la
tension interfacial facilitando la formacién de emulsiones [Bancroft,
1911; Becher, 1972; Tadros, 2013a], se adsorben en la interfase
aceite/agua retardando asi la desestabilizacién. En la literatura se
han descrito multitud de investigaciones dénde se utilizan
tensioactivos con el fin de estabilizar emulsiones. Por ejemplo, en
1967, Saito y Shinoda [Saito, 1967] ya describieron el efecto que la
utilizacion de diferentes tensioactivos no idnicos, producia en
mezclas de hidrocarburo/agua, comparandolos con tensioactivos
idnicos. También se ha estudiado la estabilidad de emulsiones O/W
en funcién del nimero HLB de los tensioactivos [Shinoda, 1969], y su
efecto en emulsiones W/O [Shinoda, 1978]. Asimismo, se ha descrito
el efecto de mezclas de tensioactivos idnicos/no idnicos en la
estabilidad de emulsiones con parafina [Vilasau, 2011]. Incluso, se
ha descrito la utilizacién de tensioactivos de procedencia natural
para estabilizar emulsiones en presencia de vitamina E con el fin de
utilizarlas en el sector alimentario [Yang, 2013].
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Macromoléculas. Su incorporacion en las formulaciones aumenta la
estabilidad debido a su estructura y su elevado peso molecular. Por
ejemplo, hay estudios que demuestran que la presencia de
polisacaridos hace que se puedan formar emulsiones mas estables
gue si se forman sdlo con tensioactivos no idnicos como el Tween20
0 anidnicos como el SDS [Dickinson, 1993]. Asimismo, también hay
estudios de estabilidad con caseinato de sodio y trehalosa [Alvarez,
2010]. Incluso, se ha estudiado la estabilizacion de emulsiones con
biopolimeros, proteinas y polisacaridos como alternativa a la
utilizacion de moléculas tensioactivas sintéticas en el campo
farmacéutico [Bouyer, 2012].

Particulas sélidas. Pueden evitar la formacién de agregados ya que
se adhieren a la superficie de las gotas de las emulsiones. Por ello,
pueden estabilizar emulsiones incluso en ausencia de tensioactivos
(emulsiones “pickering”) [Pickering, 1907]. En la literatura, existen
referencias de la formacidon de emulsiones con distintos tipos de
particulas [Abend, 1998; Ashby, 2000; Frith, 2008] pero una de las
particulas mas utilizadas para la estabilizaciéon de estas emulsiones
son la particulas de silice [Pickering, 1907; Midmore, 1999; Binks,
2002; Saleh, 2005]. También, se ha descrito la utilizacion de
particulas magnéticas para estabilizar emulsiones altamente
concentradas, tanto en presencia [Vilchez, 2011; Zhou, 2011] como
en ausencia de tensioactivo [Vilchez, 2014].
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2.2. Emulsiones altamente concentradas

2.2.1. Propiedades

Las emulsiones altamente concentradas, como se ha mencionado
anteriormente, se caracterizan por poseer una elevada fraccion en volumen de
fase dispersa, superior a 0,74. Esta peculiaridad hace que tengan una
estructura muy compacta formada por gotas poliédricas de fase dispersa
separadas por finas peliculas de fase continua [Princen, 1979]. Dicha estructura
(figura 22.1, A), es similar a la estructura de las espumas, en las que la fase
dispersa es un gas y la continua un liquido [Schramm, 2005].

Figura 22.1. Ejemplo de wuna emulsién altamente concentrada observada
microscépicamente (A) y visualmente (B).

Las emulsiones altamente concentradas pueden ser de tipo W/O o O/W
dependiendo de la naturaleza de la fase dispersa. Macroscépicamente, pueden
ser opacas, transparentes o translicidas dependiendo del indice de refraccion
de sus componentes, asi como de su composicion y de la temperatura. Como
su viscosidad es elevada no fluyen (figura 22.1, B) y presentan un aspecto de
gel, por ello también se las ha denominado emulsiones gel [Solans, 1993;
Kunieda, 1997].

Formacion

El método convencional de formacién de emulsiones altamente concentradas
consiste en la adicion de la que serd la fase dispersa sobre la mezcla de la fase
continua y el tensioactivo. Sin embargo también se pueden formar por otros
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métodos tales como por agitacién de todos los componentes en su
composicion final (método de emulsion multiple), el método de inversidon de
fases o método PIT, a partir de una emulsién diluida por centrifugacién y, en los
ultimos afios y con la mejora de la tecnologia de membranas, también
mediante el método de emulsificacién por membrana.

El método de adicidn o método convencional, como se ha comentado
anteriormente, consiste en afadir poco a poco el componente que sera la fase
dispersa, a la mezcla de los otros componentes con agitacidon [Lissant, 1966].
Las propiedades de la emulsion altamente concentrada asi formada, dependen
de la velocidad de agitacion y de adicidn, a parte de otros parametros como la
composicion y la temperatura. En la literatura se ha descrito que hay un
maximo de fase dispersa que se puede incorporar en las emulsiones altamente
concentradas. También se ha descrito una disminucion de las propiedades
reoldgicas de las emulsiones con el tiempo [Aronson, 1993]. Por otro lado, con
la aplicacién de herramientas estadisticas como los disefos de experimentos,
en los Ultimos afios, se ha estudiado la influencia simultdanea de factores de
composicion y formaciéon en las propiedades de las emulsiones altamente
concentradas formadas por el método convencional. A modo de ejemplo, se ha
descrito que en un sistema del tipo agua/Span80/dodecano, la relacion entre el
tensioactivo y el aceite, es el factor de composicion mads influyente en el
tamafio de gota y polidispersidad de las emulsiones. Ademas, también se ha
puesto de manifiesto que de los factores de formacidn estudiados, la velocidad
de agitacidon es el mas influyente, disminuyendo el tamafio de gota de las
emulsiones altamente concentradas al aumentar la velocidad de agitacion
[Capdevila, 2010]. Al utilizar el disefio de experimentos en el método
convencional de preparacion de emulsiones, se obtienen resultados
equiparables a los descritos anteriormente con la ventaja de que se pueden
obtener modelos que contribuyan a una mejor descripcién de las propiedades
de las emulsiones.

El método de emulsién multiple parte de una mezcla de los componentes de la
emulsidén en su composicién final [Solans, 1988]. Dicha mezcla se agita hasta
formar la emulsiéon. Dependiendo de la naturaleza de los componentes, del
método de agitaciéon y de su intensidad, asi como de la geometria del
recipiente donde se lleve a cabo la emulsificacidn, el tiempo de agitacion serd
menor o mayor [Kunieda, 1987; Kunieda, 1989; Solans, 1998].

En el método de inversion de fases o método PIT se parte de una solucién
micelar o microemulsién de tipo O/W y se aumenta rapidamente la
temperatura, para evitar la desestabilizacion por coalescencia, hasta llegar a
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2.2. Emulsiones altamente concentradas

una temperatura que esté por encima de la temperatura HLB del sistema. Asi,
la emulsidn altamente concentrada de tipo W/O se forma sin necesidad de
aplicar agitacion mecanica [Kunieda, 1996; Esquena, 2003]. Realizando el
mismo proceso pero partiendo de una microemulsion O/W y disminuyendo
rapidamente la temperatura por debajo de la temperatura HLB del sistema, se
obtienen emulsiones altamente concentradas de tipo O/W [Ozawa, 1997].

El método de concentracién de emulsiones diluidas consiste, generalmente, en
centrifugar dichas emulsiones, pues el proceso de centrifugacién provoca la
separacion por cremado o sedimentacidon de su fase externa [Babak, 2002].
Asimismo, en la emulsificacién por membrana también se parte de una
emulsion diluida que se ha formado mediante la utilizacién de membranas y
posteriormente, se procede a la concentracién de la fase interna aplicando
vacio para extraer parte de la fase externa [Gutiérrez, 2014]. Mediante la
utilizacion de membranas se podrian obtener emulsiones altamente
concentradas en una sola etapa, sin embargo las distribuciones de tamafo de
estas emulsiones presentarian mayor polidispersidad que si se forma primero
una emulsién diluida y posteriormente, mediante evaporacion, se obtiene la
emulsidon altamente concentrada.

Estabilidad

La singular estructura de las emulsiones altamente concentradas hace que ya
estén floculadas y por este motivo no se da el mecanismo de desestabilizacion
por floculacién. Asi, los mecanismos que desestabilizan las emulsiones
altamente concentradas son el cremado o sedimentacion, la maduracién de
Ostwald y la coalescencia [Leal-Calderdn, 2010]. Entre los factores que afectan
su estabilidad, cabe destacar la naturaleza de los componentes oleosos y
tensioactivos, la temperatura asi como la presencia de aditivos.

La naturaleza del componente oleoso influye tanto en la formacién como en la
estabilidad de las emulsiones. Asi, segin su polaridad formaran emulsiones
mas o menos estables debido a los diferentes valores de tensidn interfacial
aceite/agua. Los aceites polares son los que presentan valores inferiores de
tensidn interfacial con agua, y los que forman emulsiones menos estables. Sin
embargo, tampoco son favorables valores muy elevados de tensién interfacial
porque seria un impedimento para formar gotas de fase dispersa. Por todo ello,
los aceites con polaridades intermedias son los que favorecen la estabilidad de
las emulsiones altamente concentradas [Kunieda, 1997; Masalova, 2013b].
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Las moléculas tensioactivas tienen un papel decisivo en la estabilizacion de las
emulsiones, ya que la estabilidad de éstas puede variar segin el tamafio y la
naturaleza del tensioactivo. A mayor longitud de la cadena hidrocarbonada de
los tensioactivos, mayor estabilidad de las emulsiones ya que se minimiza la
coalescencia [Kunieda, 1997].

La relacion entre la estabilidad de las emulsiones altamente concentradas y la
temperatura en sistemas con tensioactivos no idnicos etoxilados, se entiende
considerando el efecto de la temperatura en las propiedades hidrdfilas y
lipdfilas de estos tensioactivos. Asi, a la temperatura HLB las emulsiones son
inestables pero a temperaturas superiores o inferiores, se obtienen emulsiones
estables [Kunieda, 1997]. Por todo ello, las emulsiones O/W formadas con
estos tensioactivos, son mas estables cuando la temperatura estd 25 °C - 30 °C
por debajo de la temperatura HLB, y las emulsiones W/O cuando la
temperatura estd 25 °C- 30 °C por encima de la temperatura HLB del sistema.

La presencia de aditivos, al igual que en el resto de emulsiones, tiene un papel
destacado en la estabilidad de emulsiones altamente concentradas. En
emulsiones estabilizadas con tensioactivos no idnicos, la presencia de una sal
de tipo “salting-out” produce un gran aumento en la estabilidad. Como se ha
comentado anteriormente, este tipo de sales induce la deshidratacién de la
parte polar del tensioactivo aumentando las interacciones intermoleculares
[Kunieda, 1989; Aronson, 1993; Kunieda, 1997]. Otro ejemplo, es la
estabilizacion con moléculas anfifilicas como la lecitina [Kunieda, 1989]. En un
sistema formado por hidrocarburos aromaticos y tensioactivo no idnico, al ser
las moléculas aromaticas miscibles con la parte etoxilada del tensioactivo, se
sitian entre las moléculas de tensioactivo debilitando asi la interaccién entre
ellas. Al anadir una molécula anfifilica como la lecitina, ésta favorece las
interacciones laterales entre las moléculas de tensioactivo ya que se distribuye
entre estas moléculas desplazando asi los compuestos aromaticos [Kunieda,
1989]. Un mecanismo similar explica la estabilizacién de emulsiones mediante
adicién de particulas de silice [Masalova, 2013a].

Propiedades reoldgicas

La reologia permite estudiar propiedades de las emulsiones tanto a nivel basico
(estructura, estabilidad, etc.) [Princen, 1979, 1983, 1985], cémo aplicado
(propiedades de fluencia durante operaciones industriales, la sensacion que
produce una emulsién al aplicarla en la piel o “skin feel”, etc.) [Bummer, 2006].
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2.2. Emulsiones altamente concentradas

Segun la IUPAC [IUPAC, 2014], la reologia estudia las deformaciones y el flujo
de materia bajo la influencia de fuerzas mecanicas. Al aplicar una fuerza
mecanica (F) a un material, se produce un desplazamiento del material (dl)
produciendo una deformaciodn (y) (figura 22.2).

Figura 22.2. Esquema de deformacién de un material, v, al aplicar una fuerza mecanica,
F, que provoca un desplazamiento, dl.

Dicha deformacién o “strain” se puede expresar segun la siguiente ecuacion:

tany = — Ec. 22.1

Para deformaciones muy pequefias, se puede hacer la aproximacion:

tany ~ y Ec. 22.2

Asi, cuando se aplica una fuerza mecdnica al material se produce una
deformacidn, que al dejar de aplicar dicha fuerza puede ser que:

- se mantenga en el tiempo (comportamiento de sélidos inelasticos);

- serecupere parcialmente (comportamiento de liquidos elasticos);

- serecupere instantdneamente (comportamiento elastico ideal);

- serecupere lentamente (comportamiento viscoelastico).
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El comportamiento eldstico sigue el modelo de Hooke [Tadros, 2010]. Asi, la
fuerza aplicada por unidad de area recibe el nombre de estrés (“stress”), o, vy
es proporcional a la deformacién provocada, y, siendo la constante de
proporcionalidad el médulo eldstico, G’ (ecuacién 22.3).

c=Gy Ec.22.3

Asimismo, el comportamiento viscoso sigue la ley de Newton [Tadros, 2010],
en la que el estrés, o, es proporcional a la velocidad de deformacion del
material o “shear rate”, y, siendo la constante de proporcionalidad la
viscosidad del material, n (ecuacion 22.4).

oc=ny Ec. 22.4

Sin embargo, hay materiales que no siguen la ley de Newton y por este motivo
se han desarrollado modelos matematicos para explicar su comportamiento.
Un ejemplo es el modelo de Herschel-Bulkley (ecuacion 22.5):

o=o0,+ny" Ec.22.5

Dénde o es la tensidn de cizalla o “shear stress”, o, es el umbral de fluencia o
“yield stress”, n es la viscosidad, y es la velocidad de deformacién o “shear
rate” y n es un coeficiente de ajuste.

El umbral de fluencia es un parametro utilizado para caracterizar los materiales
ya que es la oposicidn que ejerce dicho material para empezar a fluir.

También hay que considerar, que cuando se aplica un estrés durante periodos
de tiempo determinados (At) a una frecuencia dada (w), se puede producir un
desfase entre el estrés aplicado y la deformacidn resultante. Dicho desfase se
puede expresar mediante el dngulo de fase, 6 (ecuacion 22.6).
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2.2. Emulsiones altamente concentradas

0 =wAt Ec. 22.6

De este modo, cuando el angulo es de 0 ° el comportamiento del material es el
de un sélido eldstico, cuando es 90 ° un liquido viscoso, y cuando el valor esta
entre 0°y 90 °, es un comportamiento viscoeldstico.

Mediante el valor maximo de estrés, o, y la deformacion, yo, se puede calcular
el médulo complejo, G* (ecuacion 22.7).

« _ 9
|G*| = — Ec.22.7
Yo

Dicho médulo consta de una parte real que es el mddulo eldstico o de
almacenamiento, G’, y una parte imaginaria que es el médulo viscoso o de
pérdida, G”. Asi, considerando el angulo de fase, 6, se puede calcular el médulo
elastico, G’, y el viscoso, G”’ (ecuaciones 22.8, 22.9y 22.10).

G =|G*|cosé Ec.22.8

G" =|G*|sin§ Ec. 22.9
12

tand = ? Ec. 22.10

Representando el médulo eldstico, G’, y viscoso, G”, respecto a la deformacion
(figura 22.3) se obtiene una zona en la que ambos son independientes de la
deformacién aplicada. Esta zona se conoce como zona de viscoelasticidad lineal
y existen modelos matematicos para describir el comportamiento reoldgico de
los materiales en esta region. El limite de esta region viene dada por la
deformacién critica o “critical stain”, que se suele representar por yc (figura
22.3: flecha 1), siendo este valor de deformacion el valor a partir del cual se
empieza a perder la estructura original del material [Tadros, 2010]. Ademas,
existe otro valor de deformacioén critica conocido como “melting strain”, y,,, en
el que el valor del médulo elastico se iguala al valor del mdédulo viscoso (figura
22.3: flecha 2). A pesar de que este valor estd fuera de la zona de

29



2. INTRODUCCION

viscoelasticidad lineal y aqui los modelos matemdticos son muy complejos y de
dificil interpretacion, se considera que en este punto el material ya ha perdido
su estructura original [Saiki, 2008; Tadros, 2010].

1000 1000

100 I 100

G' (Pa)
G" (Pa)

G"

10 o F 10

10° 10°

Deformacién

Figura 22.3. Evolucion del mdédulo elastico (G’) y viscoso (G”) respecto a la deformacion
(la flecha 1 indica el valor del “critical strain” o deformacién critica, y la flecha 2 el valor
de deformaciéon donde G’ y G” se cruzan o “melting strain”).

A partir del valor de deformacién critica, yc, y el médulo eldstico, G’, se puede
calcular la energia de cohesion, Ec (ecuacion 22.11). Este valor, da una idea de
la estabilidad de la estructura, ya que una mayor energia de cohesién implica
una estructura mas cohesionada y, por lo tanto, mas estable [Ramsay, 1986;
Sohm, 1989; Tadros, 1990].

E. = 1 ]/2 G’ Ec. 22.11
[ 2 [

Ademas, con los valores del médulo elastico y viscoso se obtiene informacién
del comportamiento viscoeldstico del material. Asi, si el moédulo eldstico es
mayor que el viscoso el material tendrd un comportamiento
predominantemente elastico, y de forma contraria su comportamiento serd
predominantemente viscoso.
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Debido a su estructura, las emulsiones altamente concentradas presentan
elevadas viscosidades respecto a sus componentes y un comportamiento
viscoelastico o eldstico, propio de un sélido [Barry, 1975; Princen, 1983]. Dicho
comportamiento, hace que el valor del médulo elastico sea mayor que el valor
del mdédulo viscoso. En 1986, Princen y Kiss [Princen, 1986b] establecieron un
modelo semiempirico que relacionaba un médulo de cizalla estético, G, con la
tension superficial, o, y la fraccién en volumen de fase dispersa, ¢, cuando ésta
era superior a 0,712 (ecuacion 22.12).

o
G =17697— 63 (¢ —0,712) Ec. 22.12
32

Doénde Rs,, es el radio de gota, r, promedio de fase dispersa, que se calcula
segun la ecuacion 22.13.

n n.'r.g
Ry =251 1L Ec. 22.13

n 2
i=1 LT

Ademas, para valores de fase dispersa préoximos a 1, la expresién matematica
del médulo de cizalla (ecuacion 21.12) se simplifica segun la ecuacién 22.14.

o
G =0,509— Ec. 22.14
R3;

Considerando que para valores de deformacién pequefios, el médulo de cizalla
estatico, G, se puede aproximar al moédulo de cizalla elastico, se puede afirmar
que el aumento del porcentaje de fase dispersa, el aumento de la tensiéon
superficial y/o una disminucion de tamafio de gota, provocan un aumento de
dicho mdédulo [Princen, 1986a; Pal, 1996; Malkin, 2004].

Otro parametro que caracteriza las emulsiones altamente concentradas es su
umbral de fluencia o “yield stress” [Princen, 1989; Pal, 2006]. Se ha descrito
que la disminucién en el tamafio de gota aumenta el umbral de fluencia de las
emulsiones.
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Asimismo, a medida que se van desestabilizando las emulsiones altamente
concentradas, disminuye la cohesion entre las gotas de fase dispersa debido a
distintos mecanismos de desestabilizacién (como por ejemplo, la coalescencia),
y este hecho se ve reflejado en una disminucién de su energia de cohesion
[Tadros, 2004; Miras, 2013].

2.2.2. Aplicaciones

Debido a sus propiedades caracteristicas, las emulsiones altamente
concentradas, tienen un amplio abanico de aplicaciones. Al presentar regiones
hidréfilas y lipdfilas bien definidas permiten la incorporaciéon de moléculas de
diferente naturaleza [Kunieda, 1990; Pons, 1993; Kunieda, 1997; Dunstan,
2011]. Por ello, y por su elevada relacion superficie/volumen entre otras
propiedades, tienen aplicaciones en campos como el cosmético, alimentario,
farmacéutico, en sintesis de materiales, etc. [Mollet, 2001].

La utilizacidn de emulsiones altamente concentradas como medios de reaccidn
[Solans, 2001; Solans, 2003a] ha permitido la formacién de enlaces carbono-
carbono [Espelt, 2003], y la obtencién de aldehidos [Lendinez-Gris, 2005].
Asimismo, se han utilizado como plantillas para la obtencién de espumas
solidas [Williams, 1988; Esquena, 2003], polimeros [Ruckenstein, 1997,
Audouin, 2014], asi como otros materiales tanto macroporosos [Vilchez, 2012]
como meso/macroporosos [Solans, 2003a; Nestor, 2013]. Todas estas
aplicaciones, han tenido en comun diferentes mejoras respecto a los métodos
convencionales, como la disminucién en la utilizaciéon de solventes organicos
asi como un aumento en las superficies especificas de los materiales obtenidos.
A modo de ejemplo, en la figura 22.4, se muestra un material
meso/macroporoso obtenido a partir de una emulsién altamente concentrada
[Esquena, 2006].
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Figura 22.4. Imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido (SEM) de un
material meso/macroporoso obtenido a partir de una emulsién altamente concentrada
[Esquena, 2006].

Una de las aplicaciones mas destacada es su utilizacion como medios de
liberacion. En la industria cosmética y farmacéutica, se utilizan las emulsiones
altamente concentradas como sistemas de liberacién por via tépica de una
gran variedad de productos. La aplicacién tépica de emulsiones altamente
concentradas de tipo O/W, produce una sensacidn inicial de frescor, al
evaporarse el agua, y un efecto brillante, ya que crean una pelicula de aceite.
Sin embargo, las emulsiones W/0 son mas adecuadas para aplicaciones tdpicas
ya que son mas compatibles con las caracteristicas fisioldgicas de la piel
[Mollet, 2001]. Ambos tipos de emulsiones, O/W y W/O, se utilizan
cotidianamente en formulaciones como por ejemplo, en cremas hidratantes,
pastas de dientes, etc. También se utilizan en tratamientos de enfermedades
cronicas de la piel como por ejemplo eczemas, psoriasis y dermatitis, y, entre
otras, en formulaciones antinflamatorias y antihistaminicas [Forster, 1998;
Brown, 2012]. Ademas de la industria cosmética y farmacéutica, las emulsiones
altamente concentradas son de gran interés en la industria alimentaria
[McClements, 2005].
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2.3. Liberacion de moléculas activas desde emulsiones altamente
concentradas a soluciones receptoras

La aplicacién de las emulsiones altamente concentradas como medios de
liberacion de principios activos en formulaciones farmacéuticas y cosméticas,
entre otras, ha propiciado el estudio de los procesos de difusion que se dan en
estos medios.

La difusién es un proceso de transferencia de materia que se produce por la
existencia de un gradiente de concentracion en dos regiones de un sistema.
Uno de los primeros modelos matematicos de la difusién fue introducido por
Fick [Fick, 1855], que expreso la difusion a semejanza de las teorias de Fourier
para la transferencia de calor y de forma pionera en su época, ya que la
difusién sigue siendo un proceso complejo para el que existen distintos
modelos matematicos con diferentes suposiciones [Narasimhan, 2004;
Siepmann, 2008, 2012]. Fick, definié que la transferencia de una sal por unidad
de tiempo, o flujo (J), entre dos puntos del espacio con diferentes
concentraciones iniciales, debia de ser proporcional a la diferencia de
concentraciones (C) e inversamente proporcional a la distancia que separaba
los dos elementos (x), siendo la constante de proporcionalidad el coeficiente de
difusién (D) (ecuacién 23.1).

] =-D g—c Ec. 23.1
X

Esta ecuacion, conocida como la primera ley de Fick, implica que la difusion se
produce en direccién opuesta del incremento de concentracidon. Ademas,
asume que el medio es isotrépico lo que implica que la constante de difusidn es
la misma en todas direcciones. Esta hipdtesis se puede aplicar en algin medio
diluido pero en la mayoria de procesos hay que considerar que no es asi [Crank,
1975]. Al tener en cuenta que la constante de difusién depende de la direccién
del espacio tridimensional, y suponiendo que la difusién se produce en una
Unica direccidn, surge la segunda ley de Fick (ecuacidon 23.2) en la que se
describe la variacién de la concentracién en funcién del tiempo.
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2
I _ D a°c Ec. 23.2
ot 0x?

Segun el dispositivo experimental dénde se lleve a cabo la difusién, se pueden
calcular diferentes soluciones de esta ecuacion [Higuchi, 1961; Higuchi, 1962;
Bunge, 1998; Siepmann, 2011]. Asimismo, también existen modelos para los
procesos de difusién en emulsiones altamente concentradas [Babak, 2003].

Se ha estudiado la influencia de las variables de composicidn en la difusion
desde emulsiones altamente concentradas, poniendo de manifiesto que la
adicidon de electrolitos de efecto “salting out” favorece la liberacidén y que un
aumento de la cadena hidrocarbonada de los tensioactivos provoca una
disminucién en la liberacion, debido al aumento de rigidez en el film interfacial
[Calderd, 1997]. También se han investigado mezclas de emulsiones
hidrogenadas y fluoradas, y se ha concluido que controlando la estabilidad de
estas mezclas, asi como los coeficientes de particion de los activos, se puede
llegar a controlar la liberacion de moléculas activas [Calderd, 1998; Rocca,
1998; Fa, 2004]. Asimismo, se ha puesto de manifiesto que, para las emulsiones
altamente concentradas de tipo W/O, el aumento de la fraccion en volumen de
fase dispersa produce un aumento en la liberacion de moléculas [Calderd,
1997; Clément, 2000]. Por otro lado, se ha descrito que un aumento en el
tamafio de gota puede producir una disminucién en la liberacién ya que, dichas
gotas, pueden actuar como “almacenes” de moléculas activas [Rocca, 1999].
Ademas, en varios de los estudios descritos en la literatura, se ha puesto de
manifiesto que la solubilidad de las moléculas activas, puede tener un papel
mas relevante que las propiedades interfaciales y, controlando la solubilidad
mediante cambios de pH por ejemplo, se puede modular la liberacién de los
activos [Calderd, 2010; Llinas, 2013].

La modulacién de la liberacién de moléculas activas incorporadas en
emulsiones altamente concentradas es un tema de gran interés. Por este
motivo, se han propuesto modelos de difusién que explican el paso de las
moléculas desde las gotas de emulsidén a la interfase, y de ésta a una fase
receptora [Calderd, 2000; Babak, 2003; Calderd, 2012]. Incluso se ha utilizado
un disefio factorial para estudiar la influencia del porcentaje de fase acuosa y
tamafio de gota en la liberacion de moléculas activas [Bjerregaard, 1999],
concluyendo que un control del tamafio de gota podria modular la liberacién
de moléculas. Sin embargo, no se ha realizado un estudio sistematico que
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considere simultdaneamente la influencia de las variables de composicién y
formacioén en los procesos de liberacion. La complejidad de los procesos de
difusién implicados en la liberacidn de moléculas incorporadas en emulsiones
altamente concentradas, hace que dicho estudio sea interesante para conocer
mejor los factores que influyen en la difusidn y asi poder obtener modelos que
permitan predecir los perfiles de liberacién contribuyendo a una optimizacién
de las aplicaciones de este tipo de emulsiones.
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Las emulsiones altamente concentradas se caracterizan por su elevado
volumen de fase dispersa, superior a 74 %, que corresponde al maximo
empaquetamiento de gotas esféricas indeformables y monodispersas [Lissant,
1966]. Por ello, su estructura estd formada por gotas compactas poliédricas
[Princen, 1979] que les confiere propiedades interesantes [Becher, 1972;
Hunter, 1989; Solans, 2004], tanto desde un punto de vista fundamental como
aplicado. Debido a que poseen dominios hidrdfilos y lipofilos separados por
interfases, pueden incorporar moléculas de diferente naturaleza y liberarlas de
forma controlada. Una de las aplicaciones mas extendida de las emulsiones
altamente concentradas, es su utilizacion como formulaciones para la
liberacién controlada de moléculas activas en el sector farmacéutico [Schramm,
2005; Rathbone, 2008], cosmético [Mollet, 2001; Schramm, 2005] y alimentario
[McClements, 2005; Schramm, 2005]. Ademas, en los ultimos afios, también se
han utilizado en el campo de las nuevas tecnologias. Por ejemplo, su utilizacion
como medios de reaccién permite la sintesis de nuevos materiales porosos de
baja densidad [Ruckenstein, 1997; Solans, 2003a; Vilchez, 2012; Nestor, 2013].

En la mayoria de aplicaciones de las emulsiones altamente concentradas, los
procesos de difusion desempefian un papel importante. Por ello, el estudio de
los procesos de liberacion de moléculas activas incorporadas en emulsiones
altamente concentradas ha despertado interés cientifico como herramienta
para dilucidar los mecanismos de difusidn, asi como, para determinar la
influencia de las propiedades de las emulsiones en dicho proceso [Calderd,
1997; Rocca, 1998; Bjerregaard, 1999; Llinas, 2013]. Asimismo, también se ha
estudiado la formacién de emulsiones altamente concentradas relacionando
variables de composicidn con propiedades como el comportamiento fésico y el
tamafio de gota [Kunieda, 1987; Solans, 1998], y las propiedades reoldgicas
[Princen, 1983]. También, se ha descrito la influencia de variables de
composicion y de formacion (velocidad de agitacion y velocidad de adicidon de
fase dispersa) en las propiedades de emulsiones altamente concentradas como
el tamafio de gota y su polidispersidad [Capdevila, 2010], asi como en los
procesos de escalado de dichas emulsiones [May-Masnou, 2013]. Asi pues, por
un lado se han realizado estudios de emulsiones altamente concentradas con el
objetivo de modelizar la liberacion de moléculas y por otro lado, y a partir de la
influencia de los factores de composicion y formacidn, estudios de propiedades
tan importantes como el tamafio de gota de dichas emulsiones. Sin embargo,
no se ha estudiado de forma simultanea la influencia que los factores de
composicion y formacion de las emulsiones podrian ejercer en los procesos de
liberacién. Dicho estudio, contribuiria a la determinacion de la influencia de
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variables de composicién y formacién, tanto en la liberacidn, como en el
tamafio de gota de dichas emulsiones y en sus propiedades reoldgicas.
Ademds, se obtendrian modelos matemadticos que relacionarian dichas
variables con las propiedades mencionadas, permitiendo optimizar tanto la
formulacion de emulsiones altamente concentradas como el proceso de
liberacion de moléculas activas incorporadas en dichas emulsiones. Estos
modelos, contribuirian a una mejora en sus aplicaciones industriales, pues al
poder formular emulsiones altamente concentradas “a medida” se conseguiria
una mejor efectividad y se requeririan menos ensayos preliminares.

El objetivo principal de esta tesis, es el de modelizar la formulacién de
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O estudiando la relacion entre
el tamafio de gota, sus propiedades reoldgicas y la liberacidon de moléculas
activas, incorporadas en la fase dispersa, a soluciones receptoras. Dicho
objetivo, implica la utilizacién de herramientas estadisticas, como el disefio de
experimentos, para obtener modelos empiricos que permitan formular
emulsiones altamente concentradas con las caracteristicas apropiadas
realizando un minimo de ensayos previos.

Para conseguir los objetivos propuestos se ha procedido de acuerdo con el
siguiente plan de trabajo:

1. Estudio bibliografico para seleccionar componentes biocompatibles y
biodegradables para formar emulsiones altamente concentradas, asi
como, determinar las metodologias mas adecuadas para su formacion,
caracterizacién y estudio de propiedades.

2. Determinacion de las zonas de formacion de emulsiones altamente
concentradas en sistemas agua/tensioactivo/aceite.

3. Caracterizacion del tamafio de gota de las emulsiones altamente
concentradas mediante técnicas de microscopia dptica, determinando
distribuciones de tamafo e indices de polidispersidad.

4. Estudio de la estabilidad de las emulsiones altamente concentradas
mediante técnicas de microscopia dptica, determinando la variacién
del tamafio de gota en funcién del tiempo, y mediante técnicas
espectroscopicas, determinado la retrodifusion de luz en funcién del
tiempo.
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10.

Caracterizacién de las propiedades reolégicas de las emulsiones
altamente concentradas mediante medidas oscilatorias, determinando
la variacion del médulo eldstico y viscoso en funcion de la deformacién
y la frecuencia.

Incorporacidén de moléculas activas en la fase acuosa de las emulsiones
altamente concentradas y determinacion de sus propiedades.

Estudio de liberacion de moléculas activas incorporadas en las
emulsiones altamente concentradas, a soluciones receptoras
apropiadas.

Seleccion de un sistema modelo que permita la formulacidon de
emulsiones altamente concentradas incorporando moléculas activas
en su fase dispersa.

Utilizacién de disefios de experimentos para obtener modelos
empiricos que relacionen variables de composicidn y formacién de las
emulsiones con su tamaino de gota, sus propiedades reoldgicas y la
liberacion de moléculas activas incorporadas en dichas emulsiones.

Formulacion de emulsiones con moléculas activas incorporadas
optimizando su tamafio de gota, sus propiedades reoldgicas y la
liberacion de dichas moléculas.
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4.1. Materiales

4.1.1. Componentes de la fase oleosa de las emulsiones

La selecciéon de los componentes oleosos se realizd teniendo en cuenta que
fuesen biocompatibles y que tuviesen distintas polaridades. Asi se
seleccionaron, en orden de polaridad creciente, aceite de parafina, escualano,
decil oleato y triglicéridos de cadena media.

Parafina liquida

La parafina liquida es una mezcla de diferentes hidrocarburos alifaticos
saturados (Cy4-Cyg) vy ciclicos, todos ellos obtenidos del petréleo, de aspecto
trasparente e incoloro. Cabe destacar su funcionalidad como emoliente,
lubricante, vehiculo y solvente. Este producto se utiliza como excipiente en
formulaciones farmacéuticas de aplicacidon todpica, como lubricante en la
formulaciéon de comprimidos y en formulaciones oftalmolégicas, como vehiculo
en capsulas e incluso en la preparacion de microcapsulas. Los campos de
aplicacién van desde aplicaciones en el campo farmacéutico, hasta su
aplicacién en cosmética y en productos alimentarios [Rowe, 2009]. La parafina
que se utilizé fue parafina liquida fluida de calidad Ph.Eur, BP, NF, JP de Merck
(ref. 107174; CAS 8042-47-5; Lote K44086874) [Merck, 2013].

Escualano

El escualano es un hidrocarburo que procede de la hidrogenaciéon del
escualeno. Su formula molecular es C3gHg; ¥ su peso molecular 422,81 g/mol.
Su estructura quimica se muestra en la figura 41.1. Su aspecto es el de un
aceite claro, sin olor ni color y es muy estable, ya que soporta altas
temperaturas, y tiene una gran resistencia a la oxidacion, porque esta
completamente saturado [Ash, 2008]. Este producto se utiliza en formulaciones
cosméticas, farmacéuticas y nutracéuticas. El escualano que se utilizé fue
escualano al 99 % de Aldrich (ref. 234311; CAS 111-01-3; Lote BCBK8761V)
[Sigma-Aldrich, 2013a].
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Figura 41.1. Estructura quimica del escualano.

Oleato de decilo

El oleato de decilo es un éster del acido oleico (figura 41.2). Su férmula
molecular es C,sHs40, y su peso molecular 422,73 g/mol. Tiene el aspecto de
un aceite claro, sin olor ni color [Ash, 2008]. Al igual que otros derivados del
acido oleico, como por ejemplo el oleato de etilo, se utiliza tanto en
aplicaciones cosméticas, farmacéuticas como nutracéuticas [BASF, 2012]. Se
utilizé oleato de decilo de Fagron (ref.100375; CAS 3687-46-5; Lote GP0441).

H3C

CH3

(o]

\
(6]

Figura 41.2. Estructura quimica del oleato de decilo.

Triglicéridos de cadena media

Los triglicéridos de cadena media (TGCM) contienen acidos grasos saturados
derivados del acido caprilico/caprico con una longitud de 6 a 12 carbonos,
como el acido caproico (Cg), el acido caprilico (Cg), acido caprico (Ci) y acido
l[durico (Cy,) [Rowe, 2009]. Su estructura quimica se muestra en la figura 41.3.
Tiene aplicaciones tanto en farmacia, como en cosmética y alimentacidn. Los
triglicéridos de cadena media que se utilizaron fueron suministrados por
Fagron (ref. 101151; Lote 0805104) [Fagron, 2013].
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Figura 41.3. Estructura quimica de los triglicéridos de cadena media.

4.1.2. Componentes tensioactivos

Se seleccionaron moléculas tensioactivas con un nimero HLB bajo ya que se
pretendian formar emulsiones altamente concentradas de tipo W/O. Asimismo,
también se selecciond un tensioactivo etoxilado de mayor HLB para estudiar la
formacién de emulsiones por el método PIT con mezclas de tensioactivos. Otro
aspecto que se considero, fue que tuviesen baja toxicidad y por lo tanto, que
fuesen biocompatibles. Asi se seleccionaron alcoholes etoxilados, tensioactivos
copolimeros de bloque y derivados de acidos grasos. Por orden creciente de
HLB, se seleccionaron los tensioactivos poligliceril-2 diisoestearato (IS-202P),
monooleato de sorbitan (Span80), alcohol cetilico etoxilado (Brij52), un
tensioactivo derivado del aceite de ricino (CremophorWQ7), copolimeros de
bloque (SynperonicLl2 y PluronicL121) y monooleato de polioxietileno de
sorbitan (Tween80). Asimismo, también se utilizé fosfatidilcolina (Lecitina) para
estabilizar las emulsiones.

Poligliceril-2 diisoestearato (1S-202P)

El poligliceril-2 diisoestearato, abreviado 1S-202P, (figura 41.4) tiene un HLB de
3,2, y pertenece a una linea de ésteres formados por poligliceroles de
diferentes acidos grasos desarrollados especialmente para aplicaciones
cosmeéticas. El tensioactivo 1S-202P utilizado fue amablemente proporcionado
por Sakamoto Yakuhin Kogyo Co. LTD (ref. S-Face IS-202P; CAS 67938-21-0;
Lote 911105) [Skamoto-Yakuhin-Kogyo, 2013] .
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Figura 41.4. Estructura quimica del 1S-202P.

Monooleato de sorbitan (Span80)

El monooleato de sorbitan, abreviado Span80, (figura 41.5) es una molécula
tensioactiva lipofilica no idnica derivada del sorbitdan y del acido oleico, que
posee un HLB de 4,3, presenta color ambar y una textura liquida muy viscosa.
Se utiliza en formulaciones cosméticas, productos alimentarios y en
formulaciones farmacéuticas, tanto para aplicaciones tdpicas como
aplicaciones intravenosas [Rowe, 2009]. El Span80 utilizado fue Span80-LQ-
(MV) amablemente proporcionado por Croda (ref. SDR0O703/SAMP; CAS 1338-
43-8; Lote 0000729579) [Croda, 2013].

Figura 41.5. Estructura quimica del Span80.
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Alcohol cetilico etoxilado (Brij52)

El alcohol cetilico etoxilado, abreviado Brij52, (figura 41.6) posee un HLB de 5,
un aspecto blanquinoso y se utiliza en aplicaciones farmacéuticas [Ash, 2008].
Su nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos (INCl) es ceteth-2 y
su formula es C;gH33(OCH,CH,),00H. El Brij52 utilizado fue suministrado por
CRODA (ref. Brij52; CAS 9004-95-9; Lote 610A0804).
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Figura 41.6. Estructura quimica del Brij52.

Tensioactivo derivado del aceite de ricino (CremophorWO07)

El tensioactivo derivado del aceite de ricino, abreviado CremophorWQ7, es un
tensioactivo no iénico con un HLB de 5+1. Su nomenclatura internacional de
ingredientes cosméticos (INCI) es “PEG-7 hydrogenated castor oil”. Su aspecto
es el de un liquido turbio ligeramente amarillento y viscoso. Se utiliza para
aplicaciones cosméticas [Ash, 2008]. Se utilizd CremophorWO7 suministrado
por BASF (ref. 51634917; CAS 61788-85-0; Lote 00783947G0) [BASF, 2013a].

Tensioactivos de bloque (SynperoniclL2 y PluronicL121)

Los tensioactivos de bloque estan formados por bloques de polioxietileno y
polioxipropileno con hidroxilos terminales. En la figura 41.7, se muestra un
esquema.
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Figura 41.7. Esquema de los tensioactivos de bloque.

El SynperoniclL2, posee un HLB de 5,9 y es incoloro [Ash, 2008]. El SynperoniclL2
utilizado fue suministrado por CRODA (ref. Synperonic L2; CAS 9002-92-0; Lote
14986).

El PluronicL121, es tensioactivo no idnico con un HLB de 1-7. Entre otras
aplicaciones, cabe destacar su utilizacién en farmacia asi como en cosmética
[Ash, 2008]. El PluronicL121 que se utilizé6 fue suministrado por BASF (ref.
30085763; CAS 9003-11-6; Lote WPOB633B) [BASF, 2013b].

Monooleato de polioxietileno de sorbitan (Tween80)

El monooleato de polioxietileno de sorbitdn, abreviado Tween80, (figura 41.8)
es una molécula tensioactiva hidrofilica no iénica derivada de una mezcla de
ésteres. También recibe el nombre de polisorbato80, posee un HLB de 15y
presenta color amarillento y una textura liquida viscosa. EI Tween80 tiene
aplicaciones en el campo farmacéutico (formulaciones administradas por via
tépica, oral y parenteral), asi como en cosmética y alimentacion [Rowe, 2009].
El Tween80 utilizado fue proporcionado por Sigma-Ultra (ref. P 8074; CAS 9005-
65-6; Lote 8110) [Sigma-Aldrich, 2013b].
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Figura 41.8. Estructura quimica del Tween80.
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a-Fosfatidilcolina (Lecitina)

La a-fosfatidilcolina, o lecitina, es un mezcla de diferentes fosfolipidos que se
utiliza como substancia emulsificante o agente solubilizante. Tiene aplicaciones
en el campo farmacéutico asi como en el cosmético y alimentario [Rowe,
2009]. La lecitina de huevo utilizada fue adquirida a Sigma Aldrich (ref. P3556;
CAS 8002-43-5; Lote 056K7019).

4.1.3. Componentes de la fase acuosa de las emulsiones

Agua

Se utilizd agua desionizada y, posteriormente, filtrada utilizando un sistema de
purificacién de agua Millipore modelo Synergy Smart UV (resistividad a 25 °C:
18,2 MQ-cm; conductividad: 0.056 pS/cm, calidad del agua: tipo |,
concentracion de iones < 1 pg/L).

Propilenglicol

El propilenglicol o 1,2-propanodiol (figura 41.9) tiene un peso molecular de
76,09 mg/mol. Su aspecto es la de un liquido transparente y viscoso [Rowe,
2009]. Segun la FDA [FDA] no hay evidencias de que sea un producto tdxico, y
entre sus aplicaciones, cabe destacar su utilizacion como solvente o como
vehiculo en formulaciones farmacéuticas. El propilenglicol utilizado fue de tipo
ReagentPlus 99 %, y su proveedor Sigma-Aldrich (ref. 134368; CAS 57-55-6)
[Sigma-Aldrich, 2013f].

OH

ch)\/OH

Figura 41.9. Estructura quimica del propilenglicol.
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4.1.4. Moléculas activas

Las moléculas activas seleccionadas como modelo fueron tres parabenos:
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno (figura 41.10). Estas moléculas
provienen de la esterificacion del acido p-hidroxibenzoico y el alcohol
correspondiente (metanol, etanol o propanol) y se utilizan como conservantes
antimicrobianos en aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y alimentarias
[Rowe, 2009]. Se pueden usar de forma individual o combinados, su actividad
antimicrobiana aumenta al aumentar la cadena alquilica y, también, con la
presencia de propilenglicol (en una concentracién de 2 al 5 %). En los ultimos
afios la utilizacién de estos parabenos ha sido cuestionada por su potencial
accion cancerigena [Routledge, 1998; Darbre, 2004]. Sin embargo se
necesitarian mas evidencias para confirmar estas hipétesis [Soni, 2005].
Ademas, también se han publicado interesantes aplicaciones como su posible
utilizacion contra los mecanismos que provocan el Parkinson [Kopalli, 2013].
Actualmente, en Europa se autoriza su presencia en formulaciones cosméticas
en concentraciones inferiores o iguales al 0,4 %, y siempre que la suma de
todos los parabenos presentes en la formulacion no supere el 0,8 %. También
se autoriza su uso como aditivo en alimentacién y estd aceptado por la FDA
[FDA] para su aplicacion en formulaciones farmacéuticas.

oH

O\
0 R

Figura 41.10. Estructura quimica de alquilparabenos (R = metilo, etilo y propilo).

Metilparabeno (MeP)

El metilparabeno o 4-hidroxi-benzoato de metilo tiene un peso molecular de
152,15 g/mol, su aspecto es el de un polvo blanco cristalino y su solubilidad en
agua a 25 °C de 2,5 mg/mL [Rowe, 2009]. El metilparabeno utilizado fue
suministrado por Sigma-Aldrich (ref. H5501; CAS 99-76-3; Lote SLBC2005V)
[Sigma-Aldrich, 2013c].
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Etilparabeno (EtP)

El etilparabeno o 4-Hidroxi-benzoato de etilo tiene un peso molecular de
166,18 g/mol, su aspecto es el de un polvo blanco cristalino y su solubilidad en
agua a 25 °C de 1,7 mg/mL [Rowe, 2009]. El etilparabeno utilizado fue
suministrado por Sigma-Aldrich (ref. 111988; CAS 120-47-8; Lote BCBK1301V)
[Sigma-Aldrich, 2013d].

Propilparabeno (PrP)

El propilparabeno o 4-Hidroxi-benzoato de propilo tiene un peso molecular de
180,20 g/mol, su aspecto es el de un polvo blanco cristalino y su solubilidad en
agua a 25 °C de 0,5 mg/mL [Rowe, 2009]. El metilparabeno utilizado fue
proporcionado por Sigma-Aldrich (ref. P53357; CAS 94-13-3; Lote BCBK5354V)
[Sigma-Aldrich, 2013e].

4.1.5. Otros productos

Cloruro de sodio (NaCl)

El cloruro de sodio utilizado fue de Merck (ref. 1.060404; CAS 7647-14-5).

Etanol

Se utilizé etanol absoluto para andlisis de Merck EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph.
Eur. (ref.1.00983; CAS 64-17-5).

Acetonitrilo

El acetonitrilo utilizado fue de calidad HPLC y su proveedor Fisher Chemical
(ref. A/0627/17; CAS 75-05-8).
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4.2. Equipos

A continuacion se enumeran los equipos utilizados por orden alfabético.

Agitador de varilla

Se utilizé un agitador Heidolph RZR 2041 con regulacién mecanica de velocidad
desde 40 a 2000 rpm. Con este rotor, se usaron diferentes varillas:

- una hélice de cuatro palas cada una, con inclinacién de 45 °, alto de
cada pala 20 mm y un didmetro de agitacion de 40 mm.

- tres hélices de cuatro palas cada una, con inclinacién de 45 °, alto de
cada pala 15 mm y un didametro de agitacion de 44 mm.

- tres hélices de cuatro palas cada una, con inclinacién de 45 °, alto de
cada pala 23 mm y un didametro de agitaciéon de 68 mm.

Agitador vortex

Se utilizé un agitador por vibracién tipo vértex de HEIDOLPH modelo REAX
2000 con un rango de velocidades de agitacion de 200 a 2400 rpm.

Balanzas

Se utilizaron varias balanzas de precision Mettler Toledo modelos B204-S,
AB204-S/FACT y AJ-100, asi como un granatario modelo PE360.

Bafio de ultrasonidos

Se utilizd un bafio de ultrasonidos SELECTA modelo Ultrasonidos-H dotado de
un sistema calefactor y un termostato.

Baios termostatizados

Se utilizé un bafio de metacrilato con capacidad para 15 litros de agua. La
temperatura se controld con un termostato HAAKE, modelo DC10, y un
criostato HAAKE, modelo EK20.
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Bomba peristaltica

La bomba peristaltica utilizada fue una bomba modelo Watson-Marlow 323
equipada con tubo de silicona o marprene de 1,85 mm de didmetro interno, un
grosor de pared de 0,8 mm y una longitud de 46 cm.

Centrifuga

Se utilizé una centrifuga Eppendorf 5804R equipada con un rotor A-4-44, con
una velocidad maxima de 5000 rpm y con control de temperatura desde -9 °Ca
40 °C. Ademas, la centrifuga estaba equipada con adaptadores para centrifugar
tubos de distintos tamafios.

Conductimetro

Se utilizé un conductimetro Crison modelo GLP31 equipado con sonda de
temperatura y conectado a un ordenador. Dicho conductimetro permite tres
modos de medida: por estabilidad, en continuo o por tiempo, con coeficiente
de temperatura (TC) y temperatura de referencia (TR) programables. Posee una
memoria donde se almacenan las ultimas 400 medidas, los datos de la
calibracion y el historial de la célula.

Cronémetro

Se ha utilizado un cronédmetro Fisher con dos temporizadores independientes.

Cromatagrafo de liquidos de alta resolucion

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién de “Waters 1525
Series”, equipado con una bomba de gradiente binario (modelo Waters 1525)
con un nivel maximo de flujo de 10 mL/min y una presidon maxima de 6000 psi
(414 bars); un detector UV-visible (modelo Waters 2489) con un rango de
longitud de onda de 190 a 600 nm; y un autoinyector (modelo Waters 2707)
con un rango de volumen de inyeccién de 5 a 50 pL. El cromatdgrafo estaba
conectado a un ordenador mediante una interfase (SATIN). El software que
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controlaba el equipo fue el Breeze 2 (versién 6.20.00.00). La columna utilizada
fue una columna Waters Spherisorb ODS2 C18 de 5 umy 4,6 x 150 mm.

Dispersion de rayos X a angulos pequefios (Small-angle X-ray scattering,SAXS)

Las medidas se realizaron con un espectrometro de rayos X de angulo pequefio
de la marca Hecus X-Ray Systems GMBH Graz. La radiacion consistié en un haz
monocromatico emitido por un anodo de Cu (A = 1,542 nm). La distancia entre
la muestra y el detector fue de 2.68x10° A, la amplitud de canal de 5,34x10° A,
el voltaje de 50 kV y la intensidad de 1 mA.

Dispositivos de dialisis

Los dispositivos de dialisis utilizados fueron Float-A-Lyzer G2 de Spectrum
(referencia G235029). La membrana fue de éster de celulosa (hidrofilica) con
un tamafio de poro de 3,5 — 5,0 kDa (muy superior al tamafo de los
parabenos). El volumen total del dispositivo fue de 1 mLy su altura de 5 cm. El
didmetro de la membrana fue de 10 mm, el didmetro de la parte superior de 23
mm y el didmetro del anillo de flotaciéon de 38 mm. La altura de la membrana
fue de 1,85 cm. La membrana de este dispositivo esta tratada con glicerol, por
ello es necesario un proceso de lavado de la membrana previamente a su
utilizaciéon. El acondicionamiento de la membrana se realiz6 llenando el
dispositivo en una solucién de etanol en agua milliQ al 10 % y sumergiéndolo
en la misma solucién, durante 10 minutos. Posteriormente se lavo el
dispositivo con agua milliQ, se rellend con agua milliQ y se dejoé sumergido en
agua milliQ durante 15 - 20 minutos. Una vez que se hidraté la membrana, no
se dejé secar. Justo antes de utilizarlo, se vacié el agua del interior y se
introdujo la muestra.

Espectrofotometro ultravioleta-visible

Se utilizé el espectrofotémetro Cary 300 Bio (Varian) conectado a un
ordenador. El equipo consta de un sistema 6ptico de doble haz.
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Microscopios dpticos

Para los estudios de la seccién 5.1.1, se utilizé el microscopio Reichert Polyvar®
2 (Leica) equipado con una camara, y conectado a un ordenador con el
software Leica IM 500. Las imdgenes de las muestras, se capturaron
digitalmente con el software IM 500, calibrado con un micrémetro. Para el
resto de estudios se utilizé, el microscopio de alta resolucién CytoViva
equipado con una cdmara éptica, y conectado a un ordenador con el software
Exponent7. Este microscopio posee un sistema éptico de iluminacién con la
peculiaridad de que el haz de luz tiene una inclinacién de 45 °, hecho que
mejora el contraste y la relacién entre la sefial de la muestra y el ruido de
fondo. Este sistema de iluminacidn de transmisién de luz permite observar un
amplio tipo de muestras. Ademas dispone de un sistema de imagen espectral
que permite cuantificar la presencia de gran variedad de productos en células,
tejidos o materiales. Las imagenes de las muestras se capturaron digitalmente
con el software mencionado y se analizaron posteriormente con el programa
Imagel.

Placa calefactora y multiplaca

Se utilizé una placa calefactora con agitacion magnética Heidolph modelo
MR3001K, asi como una placa multiple Ovan modelo Multimix Heat D5P
MM50.

pH-metro

Se utilizé un pH-metro digital Mettler Toledo modelo Seven Easy.

Redmetro

El redmetro utilizado fue el modelo ARG2 de TA-Instruments (figura 42.1), de
esfuerzo controlado [TA-Instruments, 2009]. El equipo estd conectado a un
ordenador y con el software “Instrument Control” se controla el equipo y se
registran los datos que, posteriormente, se pueden procesar con el programa
“Data Analysis”. El equipo dispone de diferentes geometrias (plato-plato, cono-
plato, etc.) y estd conectado a un bafio termostatizado para poder controlar la
temperatura de trabajo.
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Figura 42.1. Imagen del reémetro ARG2 de T.A. Instruments.

Retrodifusion de luz (Turbiscan Lab.)

El Turbiscan Lab (figura 42.2), de Formulaction, es un instrumento basado en la
dispersion multiple de luz que permite analizar muestras con rangos de
tamafios de 10 nm a 1 mm, y con temperatura controlada desde temperatura
ambiente hasta 60 °C [Formulaction, 2013]. Consta de una fuente de luz
cercana al infrarrojo (880 nm) y dos detectores sincronizados. El detector de
transmision, recibe la sefial de la luz transmitida a través de la muestra, y el
detector de retrodifusién situado a un angulo de 135 °, registra la intensidad
de luz retrodifusa. Los detectores realizan la adquisiciéon simultdaneamente en
una posiciéon determinada de la muestra o bien cada 40 um a lo largo de los
55 mm que mide la altura de la celda. Ademas, el equipo esta conectado a un
ordenador y, mediante el software TurbiSoft Lab Expert, permite estudiar la
estabilidad de emulsiones, suspensiones y espumas (facilitando la evaluacién
de procesos de sedimentacidn, cremado, floculacién o coalescencia).

Figura 42.2. Imagen del Turbiscan Lab de Formulaction.
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Sonda de temperatura

Se utilizé un termdédmetro digital equipado con sonda P650 de Dostmann

electronic con un rango de medida de 0 °C a 40 °C.

Tacometro

Se utilizé un tacometro digital DT-2238 de Geico Electrico S/A con funcion de
fototacdmetro, un rango de medida entre 0,5 y 10000 rpm, una resolucién de

0,1 rpm para velocidades inferiores a 1000 rpm y memoria automatica para

obtener el Ultimo valor registrado, asi como el maximo y minimo histérico.

Vasos encamisados

Se utilizaron vasos de diferentes tamafios como se indica en la tabla 42.1.

Tabla 42.1. Vasos encamisados

N2 | Volumen Didmetro Altura interna Didmetro Altura externa
interno externo

1 50 mL 37 mm 67 mm 60 mm 77 mm

2 100 mL 47 mm 59 mm 75 mm 73 mm

3 250 mL 52 mm 130 mm 70 mm 138 mm

4 1000 mL 80 mm 215 mm 110 mm 235 mm
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4. EXPERIMENTAL

4.3. Métodos

4.3.1. Determinacidn de la temperatura HLB o PIT

La temperatura HLB (o PIT) se determindé midiendo la conductividad de
muestras en funcién del tiempo. Se procedié del siguiente modo: se pesaron
los tensioactivos y el componente oleoso en un vial con tapa de rosca de 30 mL
Yy, en otro vial, se pesd la solucion acuosa (con o sin cloruro de sodio). Se afiadio
la solucién acuosa sobre la fase oleosa y se agitd. Asi se prepard un total de
20 g - 25 g de muestra. Después, se pasé la muestra a un baldn de dos bocas de
rosca de 50 mL. Dicho baldén, se puso en un bafio de agua-hielo a 5 °C, con
agitacién magnética a 700 rpm. Por una boca del balén se introdujo la sonda de
temperatura y por la otra el electrodo del conductimetro. Se subié lentamente
la temperatura hasta llegar a 80-90 °C, mientras se registraba el valor de la
conductividad. Después, se bajé lentamente la temperatura afiadiendo hielo al
bafio de agua, hasta llegar a 5 °C y registrando la conductividad. Al representar
la conductividad en funcion de la temperatura, se obtuvieron graficas como la
de la figura 43.1, en las que se observa un cambio brusco en la conductividad.
Dicho cambio coincide con el valor de la temperatura HLB.

30+

25

20+

15

10 +

Conductividad (mS/cm)

—=— Disminuyendo T

—— Aumentando T
T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80 90
T(°Q)

Figura 43.1. Ejemplo de la variacidn de la conductividad en funcidn de la temperatura,T.
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4.3.2. Formacion de emulsiones altamente concentradas

En los ensayos preliminares se estudiaron diferentes métodos de formacion de
emulsiones altamente concentradas y posteriormente, el estudio se centrd en
el método de adicion del componente acuoso a la mezcla del componente
oleoso vy el tensioactivo, ya que fue el mas adecuado para los propdsitos de
este trabajo de investigacion. A continuacion se describen los métodos
ensayados.

Agitacion de la mezcla de componentes en su composicion final

En un tubo de ensayo se pesaron el tensioactivo, el componente oleoso v el
componente acuoso necesarios para preparar 5 g de muestra. Seguidamente,
se agité el tubo con un agitador vortex hasta la formacion de la emulsion.

Concentracion de una emulsion diluida por centrifugacion

Para preparar las emulsiones altamente concentradas de tipo W/O por
centrifugaciéon, se parti6 de emulsiones preparadas por el método
convencional de adiciéon de fase acuosa a la oleosa y se realizaron diferentes
etapas de centrifugacién a velocidades entre 2500 — 3000 rpm. No se aumentdé
la velocidad de centrifugacién para evitar la desestabilizacion de las
emulsiones. Después de cada etapa de centrifugacién, y con la ayuda de una
pipeta pasteur, se retird la fase oleosa que habia separado, registrando su peso
para poder determinar la composicién final de la emulsidn resultante.

Método de adicion de fase acuosa (manual)

Mediante este método se formaron las emulsiones de las secciones 5.1.1 y
5.2.1. Para preparar las emulsiones manualmente, se pesé la cantidad
necesaria de tensioactivo y componente oleoso en un tubo de ensayo, agitando
la mezcla hasta que fuese homogénea. A continuacién, se afiadié la fase
acuosa, gota a gota, agitando con un agitador vortex después de cada adicion.
Asi se prepararon hasta 5 g de emulsion altamente concentrada. Siguiendo este
mismo procedimiento, se determinaron las zonas de formacién de emulsiones
concentradas y altamente concentradas. En este caso, se partio de 0,5 g de una
mezcla de aceite y tensioactivo, con relaciones O/S desde 95/5 hasta 5/95. Se
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4. EXPERIMENTAL

consideré que la emulsidn se habia formado cuando al invertir el tubo de
ensayo la emulsién no fluia, y que se habia desestabilizado cuando separaban
las fases o no se acababa de incorporar la fase acuosa.

. o

Método de adicion de fase acuosa con adicion y agitacion controladas

Mediante este método se formaron las emulsiones de las secciones 5.1.2,
5.1.3, 5.2.2, 5.3 y 5.4. Para formar emulsiones altamente concentradas
controlando mecdnicamente la agitacién y la adicién de fase acuosa se utilizé
un rotor y una bomba peristdltica, asi como dos vasos encamisados conectados
a un bafio termostatizado. En un vaso encamisado se dispuso la mezcla del
tensioactivo y el componente oleoso y en el otro el componente acuoso,
comprobando que la temperatura fuese de 25 °C con la ayuda de una sonda. Se
inicio la agitacion de la fase oleosa con un rotor equipado con una varilla en
forma de hélice (en los primeros estudios se utilizd una hélice simple y
posteriormente una hélice triple) y se comprobé la velocidad de agitacién con
un tacdmetro. La fase acuosa se adiciond con la bomba peristaltica utilizando
tubos, de silicona o marprene, de 1,85 mm de didametro y controlando el
tiempo de adicién con un crondmetro.

Para formar emulsiones altamente concentradas incorporando parabenos,
éstos se disolvieron en la fase acuosa (agua o mezclas de agua/propilenglicol
90/10) y se procedié de igual modo que para formar emulsiones sin dichas
moléculas.

4.3.3. Determinacidn del tamaiio de gota

El tamafio de gota de las emulsiones, asi como su distribucion, se determinaron
por microscopia dptica. Para ello se dispuso una muestra en un portamuestras
protegiéndola con un cubremuestras, y se observd al microscopio tomando
fotografias a diferentes aumentos. Para los objetivos de mayor aumento se
utilizoé aceite de inmersion. Posteriormente, con el programa Imagel, se midié
manualmente el didmetro de 2000 gotas por imagen. A partir de estos datos,
se representd un histograma con intervalos de 0,10 um. El calculo del didmetro
promedio, d,, se realizd6 mediante la ecuacion 43.1, dénde “d;” es el didmetro
de la gota y “n;” el nimero de medidas (para las distribuciones de tamafo
asimétricas se calculd la mediana del diametro de gota).
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N
_Xinxd;

g =zt Ec. 43.1
" i

Asimismo, se calculd el valor del sumatorio de los didmetros elevados a la
cuarta dividido por el sumatorio de los didmetros elevados al cubo para
obtener el D(4,3) (ecuacion 43.2).

n 4

i=1di
D(43) = Ec. 43.2
i=1"i

Una vez calculados el didmetro promedio y el D(4,3), se calculd el indice de
polidispersidad (PDI) [Lovell, 1997] (ecuacién 43.3).

_ D(43)

PDI
dn

Ec.43.3

El valor del indice de polidispersidad proporciona informacién sobre la
distribucion de tamafios de las gotas de la emulsidn, asi como de la existencia
de diferentes poblaciones con tamafios diferenciados. Asi, la muestra se
considera monodispersa cuando el indice de polidispersidad tiende a 1 como
analogia a la metodologia utilizada con otros tipos de particulas. Como
ejemplo, se considera que las particulas de latex son monodispersas cuando el
indice de polidispersidad es menor de 1.05 [Tsaur, 1987].

Para algunas emulsiones también de determind el tamafio de gota mediante
dispersion de rayos X a angulos pequeiios (SAXS). Las medidas se realizaron a
25 °C y depositando las muestras en un capilar de vidrio de la marca
Hilgenberg (glas no. 14) de 1 mm de diametro interno, un grosor de 0,01 mmy
80 mm de largo. Para introducir las muestras en el capilar, se utilizé una jeringa
con aguja de 0,9 mm de didmetro. Una vez introducida la muestra, se
centrifugd el capilar a 2000 rpm durante 2 minutos, y posteriormente, se sellé
a la llama. En todas las muestras se registrd el peso del capilar con y sin
muestra para saber la cantidad de muestra, asi como la altura que ocupaba la
muestra en el capilar, para saber su volumen. Para cada muestra se realizaron
dos medidas de 30 minutos. Ademdas de determinar los espectros de las
emulsiones se determinaron los de sus fases continuas. Asimismo, también se
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determinaron las transmitancias para poder realizar los calculos que se
describen a continuacién.

Para calcular la intensidad correspondiente a las gotas de fase dispersa de la
emulsidn, se utilizé un factor de escalado con el objeto de que al restar la seial
de la fase continua a la sefial de la emulsién no se obtuvieran intensidades
negativas [Schnablegger, 2013]. Asi, la intensidad de las gotas, se calculé segun
la ecuacion 43.4.

c

AlI(q) = Igac T Ipc Ec.43.4
EAC

Dénde, Al(qg) es la intensidad de las gotas de fase dispersa, lgac €s la intensidad
de la emulsidon altamente concentrada, Tgc es la transmitancia de la fase
continua (es decir, la fase oleosa de las emulsiones W/O), Teac es la
transmitancia de la emulsion y I es la intensidad de la fase continua
[Schnablegger, 2013].

A partir de los datos de intensidad se calculd la superficie especifica, Sg,
(ecuacion 43.5).

K,
S = 1000 7 510 »(1—¢) Ec. 43.5

Dénde, Se es la superficie especifica en m?/cm?, Kp es la constante de Porod en
nm™, Q es la invariante en nm™, y ¢ es la fraccién en volumen de gotas o fase
dispersa [Schnablegger, 2013]. Asi, para determinar la superficie especifica
primero hay que calcular la constante de Porod y la invariante.

Utilizando la ecuacion de Porod (ecuacion 43.6) se puede calcular la constante
Kp [Porod, 1951].
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q*Al(q) = K, + B q* Ec. 43.6

Donde, g es el rango de medida, Al(q) es la intensidad de las gotas de fase
dispersa, Kp es la constante de Porod, B es una constante que hace referencia
al ruido de fondo de las medidas.

Para ello, se representa graficamente q4AI(q) respecto q4, se ajusta mediante
regresion lineal a una recta y a partir de la ordenada en el origen se obtiene
dicha constante.

La invariante, Q, es una constante que agrupa factores instrumentales que son
dificiles de determinar, como la intensidad del haz principal y el volumen de
muestra irradiada [Debye, 1949]. Para determinarla, se realiza una integral
como se indica en la ecuacion 43.7.

Q2r? = fl(q)qqu Ec. 43.7

Donde, Q es la invariante, I(g) es la intensidad, q es el ancho del canal.

Una vez determinadas la constante de Porod y la invariante, se calculé Ila
superficie especifica, S¢, y a partir de ella el didametro de gota (ecuacidn 43.8).
Asimismo, se compard con el diametro obtenido por microscopia dptica
mediante la ecuacion del didmetro de Sauter, D(3,2) (ecuacién 43.9).

D(3,2) = 63 Ec.43.8
Sg

, . . s 2 3 .z
Dénde, S; es la superficie especifica en m“/cm’ y ¢ es la fraccion en volumen de
gotas o fase dispersa.

n 3

i:1di
D(3.2) =S Ec.43.9
i=1"i

Doénde, d; son los didmetros de gota de las emulsiones medidos por
microscopia éptica.
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4.3.4. Estabilidad de las emulsiones

El estudio de estabilidad de las emulsiones se realizé a 25 °C analizando las
muestras macroscépicamente (observacién visual), por microscopia déptica y
mediante retrodifusion de luz.

Macroscopicamente se observo si la emulsidn fluia, su homogeneidad o si
presentaba separacién de fases.

Mediante microscopia éptica se determind el didmetro de gota de las
emulsiones en funcidn del tiempo. A partir de las imagenes obtenidas, también
se determinaron las distribuciones de tamafio de gota de las emulsiones y se
determind su evolucién con el tiempo.

Mediante retrodifusion de luz o “backscattering”, se determind la variacion de
la intensidad de luz retrodifusa en todo el volumen de la muestra y en funcion
del tiempo. Para ello, se introdujeron unos 30 g de emulsidon en un vial
prestando especial atencién a que la parte superior de la muestra quedase
horizontal. Seguidamente, se introdujo la muestra en el compartimento
termostatizado del equipo, que previamente se habia puesto en marcha para
que se hallase acondicionado para realizar el ensayo (25 °C). Después de
programar la medida a realizar, se inicid la lectura de intensidad de luz
retrodifusa o “backscattering”. Asi se obtuvo un grafico de la variacién del
porcentaje de “backscattering” respecto a la altura de la muestra (figura 43.2).
Tanto la parte izquierda del grafico, correspondiente a la parte inferior de la
muestra, como la parte derecha, correspondiente a la parte superior de la
muestra, no se consideran debido a las posibles fluctuaciones en la parte
inferior del vial, asi como en el menisco, ya que éste no es perfectamente
plano. Asi, observando la parte central del grafico (figura 43.2: zona
comprendida entre las lineas discontinuas) se puede observar si el
“backscattering” varia de forma similar en todo el volumen de la muestra
(indicacion de que es homogénea). Si la intensidad de luz retrodifusa aumenta
en la parte inferior de la muestra y disminuye en la parte superior, es indicativo
de la existencia de sedimentacion. Si por el contrario, disminuye en la parte
inferior de la muestra y aumenta en la parte superior, se produce
desestabilizacion por cremado. Si se observa una disminucion de la intensidad
de luz retrodifusa en la zona central, es indicativo de la existencia de
coalescencia [Mengual, 1999].
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Figura 43.2. Variacion de la intensidad de luz retrodifusa o “backscattering” (BS) para
distintos tiempos, en funcién de la altura de la muestra (h), y correspondencia con la
posicion del tubo que contiene la muestra (la zona del grafico comprendida entre las
lineas discontinuas, es la zona con significado fisico).

Después de analizar la evolucién de la intensidad de luz retrodifusa a lo largo
de la muestra, para cada tiempo, se integraron las curvas mostradas en la
figura 43.2 en la zona delimitada por las lineas discontinuas. Asi se determiné la
evolucion de la intensidad de luz retrodifusa con el tiempo. Cuanto menor sea
su variacion, mas estable serd la muestra.

4.3.5. Propiedades reolégicas

Se realizaron ensayos oscilatorios y de fluencia utilizando un redémetro de
esfuerzo controlado AR-G2 (TA Instruments). Los estudios preliminares para
determinar si la presencia de parabenos influian en las propiedades reoldgicas
de las emulsiones (seccidon 5.2.2.3 ) se realizaron con una geometria plato-plato
de 25 mm de didmetro y con una distancia plato-plato de 1000 pum.
Posteriormente, se utilizé la geometria cono-plato de 40 mm de didmetro, un
angulo de 4 ° y una distancia cono-plato de 105 um por ser una geometria mas
adecuada para el estudio de las emulsiones preparadas ya que el tamafio de
gota era de unas pocas micras y la distancia entre geometrias era 10 veces
mayor al tamafio de particula.
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Todas las medidas se realizaron depositando una pequefia cantidad de
emulsién, con la ayuda de una espatula, entre las geometrias indicadas
aplicando un minimo de cizalla y manteniendo la temperatura a 25 °C mediante
la utilizacion de un bafo termostatizado. Para estudiar las propiedades
reoldgicas de las emulsiones altamente concentradas se realizaron, por

triplicado, ensayos oscilatorios y de flujo. A continuacidon se detallan los
ensayos realizados.

Primer barrido de deformacion

El barrido de deformacién (“strain sweep”) se realizd con el objetivo de
determinar la zona de viscoelasticidad lineal, es decir la zona en la que el
modulo elastico (G’) es independiente de la deformacién. Para realizarlo se fijo
la frecuencia a 1 Hz. A partir de la representacion de la evolucién del médulo
elastico (G’) y viscoso (G”) respecto a la deformacidon (figura 43.3), se
selecciond un valor de deformacién dentro de la zona de viscoelasticidad lineal
(indicado por la linea vertical de puntos en la figura 43.3).
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100 4 f \_\‘3‘]D I 100
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10 k10

Deformacién

Figura 43.3. Ejemplo del barrido de deformacién para determinar la zona de

viscoelasticidad lineal (la linea de puntos indica un valor de deformacidn seleccionado
dentro de la zona de viscoelasticidad lineal).
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Barrido de tiempo

Se realizé un barrido de tiempo (“time sweep”) para determinar el tiempo a
partir del cual la muestra alcanza el equilibrio después de su manipulacién al
ponerla en el redmetro. Este tiempo de equilibrio, se utilizé en ensayos
posteriores para eliminar los posibles efectos derivados de la cizalla producida
al poner la muestra en el redmetro. Para determinarlo, se representé la
variacion de la fuerza normal respecto al tiempo (figura 43.4) para el valor de
deformacion seleccionado en el ensayo anterior (figura 43.3). Cuando se ha
alcanzado el equilibrio se observa que la fuerza normal no varia con el tiempo.
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0,00

-0,05
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-0,10 4

0,15 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min.)

Figura 43.4. Ejemplo de la variacion de la fuerza normal en funcién del tiempo para
determinar el tiempo de equilibrio de la muestra (tiempo marcado con la linea
discontinua).

Segundo barrido de deformacién

Después de introducir la muestra entre las geometrias seleccionadas, se dejé
equilibrar el tiempo establecido en el ensayo anterior (barrido de tiempo), y
seguidamente se realizé un ensayo de deformacion para determinar la zona de

IM

viscoelasticidad lineal, la deformacidn critica y el valor del “melting strain”. La
deformacidn critica, o “critical strain” (y.), es la deformacion a partir de la cual
el valor del médulo eldstico empieza a disminuir y la muestra empieza a perder
su estructura inicial [Ramsay, 1986; Tadros, 2010, 2013b]. El segundo valor

Iﬂ

critico de deformacion es el “melting strain” (ym), y coincide con el punto en el

que el mddulo elastico es igual al viscoso. A pesar de estar fuera de la zona de
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viscoelasticidad lineal, lo que hace dificil la aplicacién de modelos matematicos
y su interpretacion, algunos autores consideran que en este punto la muestra
ha perdido la estructura [Saiki, 2008; Tadros, 2010, 2013b]. En la figura 43.5, se
muestra un barrido de deformacién indicando con una linea continua vertical el
valor de deformacion critica y con una linea discontinua vertical el valor de

“melting strain”.
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Figura 43.5. Ejemplo del barrido de deformacién para determinar la deformacion critica
melting strain” (linea discontinua vertical).
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(linea continua vertical) y e

Mediante este ensayo, también se calculé la energia de cohesion de la
emulsién, Ec, a partir de los valores de deformacién critica, y., y el médulo

elastico, G’ (ecuacion 22.11). Esta energia es un indicativo de estabilidad ya que
cuanto mas compacta y cohesionada sea la estructura de una emulsién, mayor
suele ser su energia de cohesidon [Ramsay, 1986; Tadros, 1990].

Barrido de frecuencia
Fijando un valor de deformacién de la zona de viscoelasticidad lineal, se obtuvo
el barrido de frecuencia y a partir de éste, el médulo elastico (figura 43.6). El
valor del mdédulo eldstico también proporciona una idea de la estabilidad de las
emulsiones, ya que cuanto mas estables sean, su valor suele ser mayor
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[Princen, 1986b; Derkach, 2009]. El valor del médulo elastico utilizado en este
trabajo corresponde a un valor con una frecuencia de 1 Hz.
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Figura 43.6. Ejemplo de barrido de frecuencia para determinar el médulo elastico, G’, a
1 Hz (linea de puntos vertical).

Ensayos de fluencia

Otro parametro reoldgico estudiado, fue el umbral de fluencia o “yield stress”
(oy). Dicho parametro indica la resistencia que hay que superar para que la
muestra empiece a fluir [Tadros, 2010]. Asimismo, en cosmética, se relaciona
con la primera sensacidon que se obtiene al aplicar una crema sobre la piel
[Bummer, 2006]. Para determinar el umbral de fluencia, se realizé6 un ensayo
de fluencia representando la variacion de la deformacién de cizalla o “shear
stress” respecto a la velocidad de cizalla o “shear rate” (figura 43.7).
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Figura 43.7. Ejemplo de la variacion de la deformacién de cizalla (“shear stress”) en
funcién de la velocidad de cizalla (“shear rate”).

Posteriormente, se calculd el valor del umbral de fluencia utilizando el modelo
de Herschel-Bulkley (ecuacién 22.5)

4.3.6. Cuantificacion de moléculas activas

La cuantificacion de moléculas activas (metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno) se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion o “high performance liquid chromatography” (HPLC). El método de
analisis se desarrollé a partir de métodos descritos en la literatura [Esposito,
2003; Zotou, 2010; Gao, 2011; Kumar, 2011]. Se utilizé una columna Water
Spherisorb ODS2 C18 de 5 um y 4,6 x 150 mm, y la deteccidén se realizd
mediante UV-visible a una longitud de onda de 257 nm. Se selecciond estd
longitud de onda porque previamente se determind la variacion de la
absorbancia en funcién de la longitud de onda, obteniendo un maximo para las
tres moléculas a 257 nm (figura 43.8).
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Figura 43.8. Absorbancia en funcidén de la longitud de onda para soluciones en
agua/acetonitrilo 65/35 de metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) y propilparabeno
(PrP).

Las condiciones de analisis se determinaron analizando patrones de cada
parabeno y ajustando la composicion de la fase movil hasta optimizar el
método de analisis. Asi se determind que las condiciones dptimas para analizar
los parabenos era utilizar un método isocratico agua/acetonitrilo 65/35, con un
flujo de 1 mL/min, un volumen de inyeccién de 10 pL - 20 pL y una temperatura
de 30 °C. En estas condiciones, los tiempos de retencion de una solucién de
cada parabeno fueron de 4,4 minutos para el metilparabeno, 6,7 minutos para
el etilparabeno y 11,3 minutos para el propilparabeno (figura 43.9).

También se analizaron mezclas de los tres parabenos tanto en etanol como en
una solucion agua/propilenglicol 90/10, ya que fueron los disolventes a utilizar
en los andlisis de las emulsiones. Los resultados fueron similares en los dos
medios, como se muestra en la figura 43.10.
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Figura 43.9. Cromatogramas para una solucion en etanol de metilparabeno (MeP), de
etilparabeno (EtP) y propilparabeno (PrP).

74



4.3. Métodos

Etanol:
0.005-]
0.0041
7 (=]
7 o
1 2
0.0037 >
] .
2 ' &
0002 a
0.001+
0000 \/\\/ 3
b T T T T T T g T g T T T 0 0 T T T T T 0 0 T T 0
0.00 2.00 400 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes
Agua/propilenglicol:
0.005]
D
S
0.004- ©
[ <
w S
0.003 g
=]
:
2 o
0.002] T
0.001
0.000 J\/
— T T T
000 200 400 600 800 10.00 12.00 14.00
Minutes

Figura 43.10. Cromatogramas para una solucion de metilparabeno (MeP), etilparabeno
(EtP) y propilparabeno (PrP) en una relacion 1/1/1 en peso, en etanol y en
agua/propilenglicol 90/10.

Calibrado

El proceso de calibrado se realizd preparando patrones a diferentes
concentraciones y analizandolos en las condiciones descritas. Al representar los
valores de area obtenidos respecto a las concentraciones de cada patrén, los
resultados obtenidos se ajustaron mediante un modelo de regresién lineal. La
calibracion se hizo utilizando etanol vy, posteriormente, la mezcla
agua/propilenglicol 90/10 como disolventes. A partir de las rectas de calibrado
se determind la zona de respuesta lineal y, por consiguiente, las
concentraciones limite de los patrones. A modo de ejemplo, se muestran unas
rectas de calibrado para cada parabeno en etanol (figura 43.11).
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Figura 43.11. Rectas de calibrado en etanol para una mezcla de metilparabeno, MeP
(cuadrados negros), etilparabeno, EtP (circulos blancos) y propilparabeno, PrP
(tridngulos negros). Las lineas indican el ajuste por regresion.

Determinacion de la solubilidad maxima

Para cada molécula se realizé un estudio de solubilidad en agua, en mezclas
agua/propilenglicol, en etanol y en mezclas agua/acetonitrilo. Para ello, se
prepard una solucion saturada y se dejé en agitacién durante 24 horas a
temperatura ambiente. Después, se centrifugd y se filtré una alicuota con un
filtro de jeringa de nylon de 0,22 um de paso. La muestra filtrada se analizé por
HPLC determinando el valor de la concentracién, es decir, el valor de la
solubilidad maxima. Asimismo, también se realizé este mismo andlisis para una
soluciéon en la que estaban presentes una mezcla de los tres parabenos en una
relacién 1:1:1 en peso.

Preparacion de patrones en etanol

En un vial de 50 mL previamente tarado, se pesé 10,0 £ 0,2 mg de cada
parabeno, registrando su peso. Seguidamente se afiadieron 50 mL de etanol, se
tapo el vial y se registro el peso. Después de agitar hasta total disolucidn, se
hizo una dilucién 0,1/10, por peso. El patrdn se filtré con un filtro de jeringa de
0,45 um de teflén (politetrafluoroetileno) y se trasvasé a un vial de HPLC para
su posterior analisis.
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Preparacion de patrones en agua/propilenglicol 90/10

En un vial de 50 mL previamente tarado, se pesé 10,0 £ 0,2 mg de cada
parabeno, registrando su peso. Seguidamente se afiadieron 5 mL de
propilenglicol, se tapd el vial y se registré el peso. La muestra se disolvié
manteniéndola en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. Posteriormente,
se afiadié 45 ml de agua y se registré el peso. Después de agitar para
homogeneizar, se hizo una dilucién 0,1/10 por peso, utilizando como solvente
agua/propilenglicol 90/10. El patrdn se filtré con un filtro de jeringa de 0,45 um
de tefldn (politetrafluoroetileno) y se trasvasé a un vial de HPLC para su
posterior analisis.

Andlisis de los parabenos incorporados en las emulsiones

En un vial de 10 mL previamente tarado, se trasvasaron aproximadamente
0,25 g de emulsion, registrando su peso. Seguidamente, se afiadieron 10 mL de
etanol, registrando el peso de la solucidn final. Después de agitar la muestra
con un agitador vértex, se filtré una alicuota con un filtro de jeringa de teflén
de 0,45 um de paso y se trasvaso a un vial de HPLC para su posterior analisis.

Analisis de muestras procedentes de la dialisis

Las muestras provenientes del estudio de liberacién realizado mediante didlisis,
se analizaron depositando 1 mL de la solucion receptora en un vial de HPLC.
Este proceso se realizé a distintos tiempos y todas las muestras se inyectaron
en el cromatdgrafo directamente, ya que eran soluciones de los parabenos en
agua/propilenglicol 90/10. Sin embargo, para analizar la emulsién que quedaba
en el dispositivo de dialisis, se realizd el andlisis de la emulsién como se ha
indicado anteriormente.

Secuencias de analisis

Cada vez que se analizaron muestras por HPLC se siguié el mismo orden de
inyeccion de muestras. Primero se inyectd un patron para comprobar que
tanto, la simetria del pico de la muestra como su tiempo de retencion eran
correctos, verificando asi el buen estado de la columna y precolumna. Después
se inyectd un blanco de etanol y de agua/propilenglicol 90/10 para verificar
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que los picos que se detectasen procedian de las muestras. Seguidamente, se
inyectaron 5 patrones para garantizar que las desviaciones, tanto en las dreas
como en los tiempos de retencién, estaban dentro de los pardmetros
establecidos por el método asegurando asi el buen funcionamiento del equipo.
Después de todo el proceso de comprobacidn, se inyectaron secuencias de: dos
patrones — 8 muestras — dos patrones. Para analizar las muestras se utilizaban
los factores de respuesta de los patrones entre los que estaban, siendo los
factores de respuesta la divisién entre el drea del pico de patrén y la cantidad
de patrén inyectada (en mg).

4.3.7. Liberacion de moléculas activas

Se estudid la liberacién del metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno
incorporados en emulsiones altamente concentradas a soluciones receptoras a
25 °C. Los experimentos se realizaron utilizando tres vasos encamisados
dispuestos encima de una multiplaca con agitacion magnética, y conectados a
un bafio termostatizado para mantener la temperatura. Asimismo, se utilizaron
dispositivos de dialisis con membrana de éster de celulosa de 3,5 — 5,0 kDa de
tamafo de poro (tamafio muy superior al de los parabenos), y agua o una
solucidon de agua/propilenglicol 90/10, como soluciones receptoras. Siempre se
realizaron los experimentos por triplicado y siguiendo las “condiciones de
Sink”, es decir, que la concentracion de parabeno en la solucién receptora no
sobrepasase el 10 — 20 % de su solubilidad maxima [Gibaldi, 1967; Guy, 2003].

Antes de iniciar el estudio de liberacién se acondicionaron las membranas de
didlisis y se llenaron los vasos encamisados con 40 mL de solucién receptora
dejando unos minutos para que la solucidn estuviese a 25 °C, comprobando la
temperatura con una sonda.

La liberacion se llevé a cabo con 1,5 — 2,0 g de muestra en el dispositivo de
didlisis, previamente acondicionado, y sumergiéndolo en 40 ml de soluciéon
receptora. Con una pipeta automatica, se extrajo 1 mL de muestra de solucién
receptora, reponiendo dicho volumen con solucidn nueva. Durante la primera
hora se extrajo muestra a los 5, 15, 20, 30 y 45 minutos. Después, cada hora
hasta 9 horas y posteriormente a las 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30 horas desde
el inicio del estudio. Todas las muestras se depositaron en viales y se analizaron
mediante HPLC, obteniendo las distintas curvas de liberacion.
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Los resultados de liberacién de los tres parabenos desde la emulsion altamente
concentrada, se ajustaron a modelos tedricos para determinar si se ajustaban
al modelo de difusién de Fick [Fick, 1855], ecuaciéon 43.10, o a un modelo
cinético de primer orden [Rocca, 1999], ecuacién 43.11.

Q=kt' Ec. 43.10

Ddénde, Q es la concentracion de la molécula activa liberada, k es una constante
y t, el tiempo.

log(Ag — Q) =logA,—kt Ec.43.11

Ddénde, Aq es la concentracidn inicial de la molécula activa en la emulsién, Q es
la concentracidon de la molécula activa liberada, k es una constante y t, el
tiempo.

4.3.8. Disefio de experimentos

El disefio de experimentos es un conjunto de herramientas estadisticas
mediante las que se pueden identificar los factores que pueden influir en el
resultado de un experimento realizando un minimo de ensayos [Miller, 1993;
Montgomery, 2001]. EIl método de investigacion “clasico” se basa en un
proceso en el que en cada etapa se modifica una sola variable experimental
manteniendo las demas constantes. Asi se realiza una serie de experimentos
hasta alcanzar el objetivo propuesto. Sin embargo, mediante el disefio de
experimentos se realiza un conjunto de experimentos previamente definidos
en los que se modifican a la vez todas las variables. Este hecho permite alcanzar
el objetivo propuesto realizando un minimo de ensayos y ademas, se pueden
estudiar efectos que influyen en el resultado que mediante el método clasico
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seria muy dificil determinar. Por todo ello, los disefios de experimentos se

utilizan, generalmente, para:

determinar las principales causas de variacion en las variables
respuesta,

encontrar las condiciones experimentales en las que se consigue un
valor extremo en la variable de interés o respuesta,

comparar las respuestas en diferentes niveles de observacidn de
variables controladas,

obtener un modelo estadistico-matematico que permita hacer
predicciones de respuestas futuras.

La aplicacién de un diseio de experimentos implica seguir una serie de etapas,

que, de forma resumida, son [Montgomery, 2001]:

Identificar los factores que pueden influir en el experimento,
determinar los valores limites que pueden tener, asi como sus niveles
(el nimero de valores a estudiar) y caracteristicas (factores
cualitativos o cuantitativos, continuos o discretos).

Seleccionar los experimentos a realizar de forma que se alcance el
objetivo propuesto con un minimo de ensayos, se minimicen los
factores incontrolados y se asegure que se realiza un nimero de
ensayos adecuado.

Realizar los experimentos en orden aleatorio para poder estimar los
errores sistematicos.

Analizar los resultados obtenidos mediante herramientas estadisticas
e interpretarlos.

La nomenclatura que se suele utilizar en los disefios de experimentos es la

siguiente [Goupy, 1993; Montgomery, 2001]:
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Factor: variable a controlar que se suele identificar con una letra (por
ejemplo, factor A = temperatura).

Nivel: nimero de valores que toma el factor (por ejemplo, dos
niveles: 25 °Cy 37 °C).

Variable o factor respuesta: parametro a estudiar (por ejemplo,
tamafio de gota).

Efecto de un factor: cambio que se produce en la respuesta al variar
el nivel del factor.
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- Interaccidn: cambio que se produce en el efecto de un factor al variar
el nivel de otro. Estas interacciones pueden ser de orden dos, tres o
superior (por ejemplo, si se consideran los factores A, B y C, una
interaccion de orden 2, “AB”, seria el cambio en el efecto del factor A
a distintos niveles del factor B; y una de orden 3, “ABC”, seria el
cambio del efecto de la interaccién AB a distintos niveles de C).

Para definir los experimentos a realizar, se crea una matriz en la que se
combinan los diferentes niveles de los factores, y sus posibles interacciones
(tabla 43.1).

Tabla 43.1. Ejemplo de cémo se construye la matriz de un disefio factorial (A y B:
factores del disefio; - y +: nivel bajo y alto de los factores; Yi: valor de la variable
respuesta Y).

Experimento A B Y
1 - - Y.
2 + - Y,
3 - + Y3
4 + + Ya

Ademas, los experimentos se disefian teniendo en cuenta que se disponga de
grados de libertad suficientes para hacer una estimacién del error. Los grados
de libertad asociados a un disefio de experimentos se calculan como el nimero
total de experimentos a realizar menos uno. Asi, los grados de libertad
disponibles para calcular el error es el nimero total de grados de libertad del
disefio menos los grados de libertad utilizados para calcular cada efecto. En la
tabla 43.1, se muestra un ejemplo del cdlculo de los grados de libertad para un
disefo factorial de dos factores, Ay B.

Tabla 43.2. Ejemplo de calculo de los grados de libertad en un disefio de experimentos
(A y B: factores del disefio; a y b: niveles de A y B, respectivamente; AB: interaccion de
los dos factores; n: nUmero total de experimentos).

Efecto Grados de libertad

A a—-1

B b-1

AB (a=-1)(b-1)
Error (n-1)-(a-1)—(b-1)—((a—1)(b—-1))
Total n—-1
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A continuacién se explican brevemente los dos tipos de disefios de
experimentos utilizados en esta tesis, asi como el procedimiento seguido para
su posterior andlisis y la optimizacion del disefio factorial. Tanto la planificacion
de los disefios como su posterior analisis se realizaron con el software
Statgraphics Plus 5.1. Asimismo, también se realizaron los cédlculos mediante el
programa Release 12, de Stata, utilizando la estrategia de modelizaciéon de
Hosmer&Lemeshow, llegando a las mismas conclusiones en cuanto a los
factores influyentes en cada modelo hallado.

Disefio central compuesto

Este disefio se utilizd para estudiar la influencia de la relacidon
aceite/tensioactivo (O/S) y porcentaje de fase acuosa (FW), en el tamafio de
gota y el médulo eldstico de las emulsiones del sistema agua/Span80/aceite de
parafina.

El disefio de superficie seleccionado fue un disefio central compuesto (CCD)
para dos factores, A y B, a dos niveles, con estrella y tres puntos centrales, y
con una ecuacién de tipo:

Donde, Y, es la variable respuesta, A y B, los factores a estudiar y by.5 los
coeficientes a determinar.

Mediante este disefio, se realizaron un total de 11 experimentos (figura 43.12)
en orden aleatorio, como se muestra en la matriz del disefio (tabla 43.3). En
total se tenian que determinar 5 coeficientes y se realizaron 11 experimentos
por lo que se disponian de suficientes grados de libertad para determinar el
error experimental asociado.
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1 Experimentos del disefio 1

A

Nivel factor A

Nivel factor B

Figura 43.12. Representacion grafica de los experimentos a realizar en el disefio central
compuesto de dos factores a dos niveles (circulos) con estrella (tridngulos) y 3 puntos

centrales (cuadrados).

Tabla 43.3. Matriz del disefio de experimentos central compuesto de dos factores a dos
niveles con estrella y tres puntos centrales, en orden aleatorio (A y B: factores a
estudiar; -1,414, -1, 0, 1, 1,414: niveles a estudiar desde el mas bajo al mas alto).

Experimento A B

1 1,414 0

2 -1 1

3 -1,414
4 0

5 1 -1
6 -1 -1
7 0

8 1 1,414
9 0 0
10 0
11 -1,414
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Diseio factorial fraccionado

Este disefio se utilizé para modelizar la liberacidn de parabenos en el sistema
modelo solucién acuosa/Span80/aceite de parafina (donde la fase acuosa
estaba compuesta por una solucion de agua/propilenglicol 90/10 con
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno, en una concentracién de
0,2 mg/mL para cada parabeno), asi como para relacionar el tamafio de gota
con otras propiedades de las emulsiones. Los factores a estudiar fueron
factores de composicién (relacion aceite/tensioactivo y porcentaje de fase
acuosa) y factores de formacién (velocidad de agitacidn y velocidad de adicién
de fase acuosa).

Se selecciond un disefio factorial fraccionado de tipo 252 (anexo A54.1.1)
utilizando los cuatro primeros factores, a dos niveles, para obtener dos factores
a tres niveles (A y B) y dos factores a dos niveles (C y D), siguiendo el
procedimiento expuesto por Montgomery [Montgomery, 2001]. La ecuacién de
este tipo de disefio es:

+ by AD + by BC + by BD + byo CD + by, AA+by, BB o %13

Donde, Y, es la variable respuesta, A y B, los factores a estudiar a tres niveles, C
y D, los factores a estudiar a dos niveles y by.z2 los coeficientes a determinar.

Mediante este disefo se realizan un total de 16 experimentos y como se tenian
que determinar 13 coeficientes, habia suficientes grados de libertad para poder
hacer una estimacion del error asociado al modelo.

Si se hubiese realizado un disefio de experimentos factorial completo se
tendrian que haber hecho un total de 36 experimentos, ya que hay 2 factores a
dos niveles y dos a tres niveles (22 x 3% = 36). Sin embargo, mediante el disefio
factorial fraccionado, con 16 experimentos se puede llegar a obtener la misma
informacién que se hubiese obtenido realizando los 36. En la tabla 43.4, se
muestra la matriz del disefio factorial fraccionado una vez se han ordenado los
experimentos de forma aleatoria.
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Tabla 43.4. Matriz del disefio de experimentos factorial fraccionado en orden aleatorio
(A'y B: factores a estudiar a tres niveles, Cy D: factores a estudiar a dos niveles; -1, 0, 1:
niveles a estudiar desde el mds bajo al mas alto).

Experimento A B C D
1 0 1 -1 -1
2 1 1 1 1
3 0 1 -1 1
4 -1 -1 -1 -1
5 -1 0 -1 1
6 1 0 1 -1
7 1 0 -1 -1
8 0 0 -1 -1
9 -1 0 1 1

10 -1 1 1 -1
11 1 -1 -1 1
12 0 0 1 -1
13 0 0 -1 1
14 0 -1 1 1
15 0 0 1 1
16 0 -1 1 -1

Anadlisis de los disefios de experimentos

Una vez realizados los experimentos se realizd un andlisis estadistico de los
resultados con el test ANOVA siguiendo la ecuacién del modelo predicho por el
disefio de experimentos. Asi se determinan los factores que influian
significativamente en el modelo con un 95 % de significacion (pyaior > 0,05).
También se utilizé el diagrama de Pareto en el que una linea vertical indica el
nivel de significacion (a = 0,05) y todos los factores que la sobrepasan influyen
significativamente en el modelo (figura 43.13).

Grafico de Pareto estandarizado para d

Efectos estandarizados

Figura 43.13. Ejemplo de un diagrama de Pareto para la variable respuesta d, en el que
los factores que influyen significativamente en el modelo son los factores C, BD y D.
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Para seleccionar los factores del modelo, ademas de seleccionar los factores
que influyen significativamente, también se tienen que seleccionar aquellos
factores principales que no son significativos pero que tienen alguna
interaccion que si lo es. Por ejemplo, en el diagrama de Pareto de la figura
43.13, el factor B, no es un factor significativamente influyente y, sin embargo,
su interaccion BD si. Por este motivo, no se podria descartar el factor B del
modelo. Ademas, también se tienen que incluir en el modelo todos aquellos
factores que el investigador considere relevantes a pesar de que su nivel de
significacidn sea bajo [Miller, 1993].

En esta tesis, siempre se consideré el efecto de los factores principales ya que
los intervalos de estudio seleccionados eran muy pequefios y podria ser que
algun factor principal no fuese significativo por la regiéon tan pequefia
seleccionada en el estudio. Ademas, se consideré que las interacciones de
orden 3, o superiores, tenian un efecto despreciable respecto a las otras
interacciones y, por lo tanto, no se consideraron.

Para todos los modelos asi determinados, se comprobd la validez mediante la
observacién de los valores de los residuos de las variables respecto los valores
predichos por el modelo. Si el modelo hallado es valido, en este gréfico los
puntos tienen que estar distribuidos aleatoriamente sin mostrar ningln patrén
definido. En la figura 43.14, se muestra un ejemplo de un grafico de residuos de
la variable “d”, donde se observa una distribucién aleatoria de los residuos.

Grafico de residuos para d
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Figura 43.14. Ejemplo de grafico de residuos de la variable d respecto a los residuos
pronosticados por el modelo.
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Por Ultimo, para cada modelo se representé el grafico de efectos principales.
Mediante este grafico se observa como afecta a una variable respuesta, el
pasar del nivel bajo de un factor a su nivel alto. A modo de ejemplo, en la figura
43.15, se muestra un grafico de efectos principales en el que se observa que la
variable d aumenta al aumentar los factores A, B y C, y disminuye al aumentar

el factor D.

Gréfico de Efectos principales para d
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Figura 43.15. Ejemplo de grafico de efectos principales de los factores A, B, Cy D, para
la variable d.

Optimizacion del disefio de experimentos factorial

Las variables respuesta se pueden optimizar utilizando la funcién de
conveniencia y las superficies de respuesta [Montgomery, 2001]. Mediante
esta metodologia se halla una funcién en la que se puede determinar la
combinacion de factores que optimizan una variable. La funcién suele ser una
funcién polindmica de primer o segundo orden. Al calcular los valores de
respuesta esperada mediante dicha funcidn, y representarlos respecto a los
valores que toman los factores se obtienen los gréficos de superficie de
respuesta. En estos graficos se delimitan las zonas donde se puede maximizar o
minimizar una variable respuesta [Montgomery, 2001]. En esta tesis, se ha
utilizado esta metodologia para optimizar una serie de variables modelizadas
mediante el disefio de experimentos factorial fraccionado.
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4.3.9. Escalado

El proceso de escalado es un proceso complejo dénde existen diferentes
pardmetros que establecen relaciones entre las dos escalas [Levin, 2006]. En
estudios recientes se ha prestado especial atencion al escalado de emulsiones
altamente concentradas de tipo W/O, incluso aplicando disefios de
experimentos para estudiar las variables mas influyentes [Capdevila, 2010;
May-Masnou, 2013; May-Masnou, 2014].

En esta tesis se ha realizado un estudio preliminar de escalado con el objetivo
de comprobar si los resultados de liberacién obtenidos eran similares a los
resultados de liberacién de la formulacién optimizada mediante un disefio de
experimentos factorial. Para ello se han considerado parametros geométricos
de los vasos encamisados y de las varillas de agitacion, asi como el tiempo de
adicion. Sin embargo, se mantuvo la velocidad de agitacién igual que en la
escala pequefia, ya que si se pretendia mantener constante el nimero de
Reynolds o la velocidad lineal, la velocidad de agitacidon resultante para la
escala grande era muy pequefa para formar una emulsion altamente
concentrada. Otro parametro que se mantuvo constante fue el tiempo de
adicién de la fase acuosa, para ello se tuvo que aumentar la velocidad de
adicién. Sin embargo, con el objetivo de mantener igual el tamafio de gota de
fase acuosa que se adiciona, se opté por utilizar dos canales de adicion en la
escala grande para poder utilizar el mismo tubo de adiciéon y no tener que
variar asi su diametro. Se pensd que cuanto mds parecido fuese el tamafio de
gota de la solucién acuosa adicionada, mas parecidas serian las propiedades de
la emulsion a escala grande.

En resumen, los pardmetros que se mantuvieron constantes en las dos escalas
fueron:

- relacién entre la altura de la muestra en el vaso y su didmetro
interno,

- relacidn entre la distancia inter ejes y el diametro del vaso,

- relacidén entre el diametro de giro del eje y el didmetro del vaso,

- tiempo de adicion (manteniendo el didmetro del tubo de adicién
constante).
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4.3.10. Métodos estadisticos

El analisis estadistico se realizé utilizando el software estadistico Release 12, de
Stata® [StataCorp, 2011], y utilizando un grado de significacidon del 95 % (a =
0,05). A continuacion se enumeran los métodos estadisticos utilizados.

Estadistica descriptiva

Las distribuciones de tamaino de gota se representaron mediante histogramas,
diagramas de cajas o “box-plot” [Pefia, 2002]. Para aquellas distribuciones que
eran mas asimétricas y se alejaban de la normalidad, se calcularon las medianas
del didmetro de gota con los percentiles al 5 % y 95 %. Sin embargo, en las
distribuciones que eran mds simétricas, como aproximacion, se utilizé el
didmetro promedio con el intervalo de confianza, considerando el teorema del
limite central [Miller, 1993].

Estadistica comparativa

Se utilizaron matrices de dispersidn para evaluar posibles correlaciones entre
distintas variables [Pefia, 2002].

Asimismo, se utilizaron dos pruebas no paramétricas como el test de Wilcoxon
[Wilcoxon, 1945] y Kruskal-Wallis [Kruskal, 1957], para comparar factores con
dos categorias o varias, respectivamente.

Se utilizé un algoritmo de agrupamiento o “cluster” para comparar series de
datos, representando los resultados mediante dendogramas [Pefia, 2002]. Para
construir un dendrograma, se asigna un vector a cada conjunto de datos y se
determinan las distancias euclideas. En el eje inferior del grafico se indican los
elementos iniciales. Dichos elementos se unen mediante tres lineas rectas. Dos
van dirigidas a los elementos que se unen y son perpendiculares al eje dénde
estan situados, y la tercera linea, que es paralela a dicho eje, se sitla en el nivel
que une a los dos elementos. Este proceso se repite hasta que todos los
elementos quedan unidos. Asi, a menor distancia, mayor similitud entre los
resultados experimentales.
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Modelizacion

Se utilizaron modelos de regresion lineal [Draper, 1998] para las rectas de
calibrado del método analitico.

Para comprobar los resultados obtenidos en los disefios de experimentos con
Statgraphics, se utilizé la modelizacién de Hosmer&Lemeshow [Hosmer, 2013].
A modo de resumen, dicha estrategia consiste en calcular modelos
independientes (mediante ANOVA o regresidn) para cada variable escogiendo
aquellos en los que la probabilidad asociada a la F de Fisher sea menor de 0,25.
Asimismo, también se afiaden las variables que el investigador considere
relevantes aunque no cumplan esta condicién. Una vez seleccionadas todas las
variables, se construye un modelo y si la F de Fisher es menor de 0,05 se
considera que existe una relacion lineal (en caso contrario, no significa que las
variables no estén relacionadas, sino que puede ser otro tipo de relacion). Para
ajustar el modelo, se pueden eliminar los factores que no son influyentes. Para
ello, se calcula el modelo con el factor a estudiar, se calcula el modelo sin dicho
factor, y se comparan ambos mediante el test de verosimilitudes o “Likelihood-
ratio test”. Si el p-valor es inferior a 0,10, el factor eliminado influye mucho y
no se puede eliminar del modelo, pero si es igual o mayor que 0,10 se puede
eliminar del modelo.
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5.1. Selecciéon de componentes y del método de emulsificacion

En esta seccion se describen los ensayos realizados para seleccionar los
componentes de los sistemas ternarios agua/tensioactivo/aceite y los métodos
de formacién de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O, adecuados
para poder conseguir los objetivos propuestos en esta tesis.

5.1.1. Seleccion de los componentes oleosos y tensioactivos

En la seleccién de los componentes de las emulsiones se tuvieron en cuenta
criterios de biodegradabilidad y de biocompatibilidad, con el propésito que
pudieran tener un impacto minimo en el medio ambiente y aplicaciones en los
campos farmacéutico, cosmético y alimentario.

Se seleccionaron tensioactivos con un numero HLB bajo ya que se pretendia
formar emulsiones del tipo W/O [Shinoda, 1969; Shinoda, 1978]. Asi se
escogieron tensioactivos derivados de ésteres como el poligliceril-2
diisoestearato (IS-202P) y el monoleato de sorbitan (Span80), de alcoholes
grasos etoxilados (Brij52), del aceite de ricino (CremophorWQ7), y dos
tensioactivos poliméricos de bloque o copolimeros (Synperonicl2 vy
PluronicL121). Ademas, también se selecciond un tensioactivo etoxilado,
concretamente un éster derivado del sorbitano (Tween80), con el propdsito de
estudiar la formacion de emulsiones mediante el método de inversion de fases
o método PIT [Shinoda, 1969]. Los componentes oleosos seleccionados fueron
hidrocarburos alifaticos (aceite de parafina y escualano), un éster derivado del
acido oleico (decil oleato) y un triglicérido derivado de los acidos grasos
caprilico/céprico (triglicéridos de cadena media). En un primer ensayo, se
selecciond la relacion O/S 70/30 para estudiar la formacién de emulsiones
altamente concentradas mediante la adicion de la fase acuosa a la mezcla de
los otros dos componentes (componente oleoso y tensioactivo). Se considerd
que las emulsiones eran concentradas cuando dejaban de fluir y altamente
concentradas, cuando se habia adicionado mas del 74 % de fase acuosa y
continuaban sin fluir. En la tabla 51.1 se muestran los resultados con los
tensioactivos lipofilicos y los componentes oleosos seleccionados, y se indica si
la emulsidn se forma o no, asi como el intervalo de concentraciones de fase
acuosa. Se observé que se formaban emulsiones concentradas y altamente
concentradas con los tensioactivos IS-202P, Span80 y CremophorWO7 y todos
los aceites seleccionados (tabla 51.1: n2 1-3), incorporando concentraciones
maximas de fase acuosa de aproximadamente un 90 %. Con el tensioactivo
Brij52 no se formaron emulsiones con ninguno de los aceites seleccionados
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(tabla 51.1: n2 4) y con el tensioactivo SynperonicL2 sélo se formaron
emulsiones con los aceites menos polares: aceite de parafina y escualano (tabla
51.1: n2 5). Posiblemente disminuyendo la relacién O/S se hubieran podido
formar emulsiones altamente concentradas con los tensioactivos Brij52 vy
Synperonicl2, y todos los aceites seleccionados, ya que la concentracion de
tensioactivo hubiese sido mayor. Sin embargo, como se pretendia seleccionar
componentes que formasen emulsiones con bajas concentraciones de
tensioactivo con el fin de utilizar sistemas de baja toxicidad, no se continué el
estudio con estos tensioactivos. Con el tensioactivo PluronicL121 sélo se
formaron emulsiones con el aceite de polaridad intermedia, el decil oleato
(tabla 51.1: n2 6). Este hecho se atribuyd a la estructura del tensioactivo ya que
es un tensioactivo de bloque con grupos hidroxilos terminales.

Tabla 51.1. Intervalos de concentraciones de fase acuosa (%) para los que se forman
emulsiones concentradas y altamente concentradas del tipo W/O, con una relacion 0/S
de 70/30.

Formacion/ Intervalos conc. de fase acuosa (%)
N2| Tensioactivo |HLB| Aceite de |Escualano |Decil oleato| Triglicéridos
parafina de cadena
media
1 (IS-202P 3,2| Si/65-92 |Si/62-92| Si/58-90 | Si/41-86
2 |Span80 4,3 | Si/40-92 |Si/38-93| Si/38-92 | Si/33-88
3 |CremophorWQ7 (51| Si/41-90 |Si/35-91| Si/77-92 Si/72-91
4 |Brij52 5,0 No No No No
5 |Synperonicl2 5,9| Si/41-92 |Si/49-91 No No
6 |PluronicL121 <7 No No Si/ 23 - 87 No

A continuacion, se llevd a cabo un estudio de estabilidad de las emulsiones con
Span80, 1S-202P y CremophorWOQ7. Para ello, se prepararon emulsiones con
una relacion O/S 70/30 y un porcentaje de fase acuosa de 80 %, se
mantuvieron en un bafio termostatizado a 25 °C, y se observaron visual y
microscépicamente al cabo de 1, 2 y 7 dias de su preparacién. Asimismo, se
estudié la estabilidad de emulsiones preparadas con mezclas de
Span80/CremophorWO7 en relaciones de 60/40, 50/50 y 10/90. Los resultados
de estabilidad se indican en la tabla 51.2. Las emulsiones preparadas con IS-
202P y los aceites menos polares (aceite de parafina y escualano) permanecian
estables mas de 7 dias, pero con los aceites mas polares (decil oleato y
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triglicéridos de cadena media) la estabilidad era inferior a 1 dia (tabla 51.2: n®
1). Este hecho se atribuydé a que el IS-202P tiene un valor HLB bajo. Con
Span80, las emulsiones, se mantenian sin cambios durante 7 dias a excepcidn
de la formada con los triglicéridos, que presentd separacion de fase acuosa al
cabo de 24 horas (tabla 51.2: n? 2). Este comportamiento se atribuyd a que
para estabilizar la emulsién formada con el aceite mas polar se necesitaba un
valor de HLB mayor. Con tensioactivos, o sus mezclas, de valores de HLB de 4,6
a 5,0, no se consiguid estabilizar ninguna emulsidén mas de 7 dias (tabla 51.2: n2
3-6).

Tabla 51.2. Estabilidad (tiempo en observar cambios macroscdpicos) en emulsiones
altamente concentradas a 25 °C en sistemas con 1S-202P, Span80, CremophorWO7 y
mezclas de Span80/CremophorWQO7, con una relacidon 0/S 70/30 y 80 % de fase acuosa.

Estabilidad en dias
N2 Tensioactivo HLB| Aceite Escualano | Decil | Triglicéridos
de oleato de cadena
parafina media
1 [IS-202P 3,2 >7 >7 <1 <1
2 |Span80 4,3 >7 >7 >7 <1
3 | Span80/Crem.WO7 60/40 4,6 0 0 >2,<7 >1,<2
4 | Span80/Crem.WQO7 50/50 4,7 0 0 >2,<7 >2,<7
5 | Span80/Crem.WO7 10/90 49| >2,<7 >2,<7 |>2,<7 >2,<7
6 | Cremophor WO7 50| >2,<7 >2,<7 >2,<7 >2,<7

La observacién microscépica de las emulsiones puso de manifiesto que las que
contenian CremophorWQ7 presentaban cristales a 25 °C. Este hecho podria ser
debido a la cristalizacion de CremophorWO7 como se habia descrito
previamente [Usdn, 2004]. Por ello se decidié no proseguir el estudio con este
tensioactivo y estudiar de un modo mas sistemdtico la estabilidad de
emulsiones con Span80, relaciones O/S de 70/30 y 90/10, y porcentajes de fase
acuosa (FW) de 80 % y 90 %. Las muestras se observaron al cabo de 1, 2, 4, 7,
14,21y 28 dias a 25 °C. Los resultados se muestran en la tabla 51.3.
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Tabla 51.3. Estabilidad por observacion visual de emulsiones altamente concentradas
en sistemas agua/Span80/aceite a 25 °C.

Emulsidn estable

Ne Aceite 0/s FW Dias

%) | 1|2|4a]7|14]21]28
1 | Aceite de parafina | 70/30 80 Si | Si|Si|Si|No|l- |-
2 90 Si | Si|Si|Si|No|-|--
3 90/10 80 Si | Si|Si|Si|Si|No|--
4 90 | Si|Si|Si|Si|Si|No|--
5 Escualano 70/30 80 Si | Si|Si|Si|Si|Si|No
6 90 | Si|Si|Si|Si|Si|Si|No
7 90/10 | 80 | Si|Si|Si|Si|Si|No|-
8 90 | Si|Si|Si|Si|Si|No|--
9 Decil oleato 70/30 | 80 | Si|Si|Si|No|- |- |-
10 90 | Si|Si|Si|Si|Si|No|--
11 90/10 | 80 | Si|Si|Si|Si|No|-- |-
12 90 | Si|Si|Si|Si|Si|No|--
13 Triglicéridos de 70/30 | 80 ([No| - |- |- |- |-|-
14 cadena media 0 [No|-|-|—-|—-|—-]-
15 90/10 | 80 |No| - |- |- |-|-]|-
16 90 |No|-|-|-|-—-]|-—-]|-

Las emulsiones de los sistemas con aceite de parafina, escualano y decil oleato,
resultaron las mas estables, destacando las emulsiones formadas con
escualano y una relacion O/S de 70/30, ya que se mantenian estables durante
21 dias (tabla 51.3: n2 5 y 6). Sin embargo, la estabilidad de las emulsiones con
triglicéridos de cadena media, era inferior a un dia (tabla 51.3: n2 13 - 16).

Para mejorar la estabilidad de las emulsiones, se incorpord un electrolito de
tipo “salting out” (por ejemplo, cloruro de sodio). Este tipo de electrolitos
producen deshidratacidon de la parte polar del tensioactivo no idénico con la
consecuente disminucién de la interaccidon agua-tensioactivo y el aumento de
la interacciéon entre las moléculas de tensioactivo, hecho que provoca un
aumento en la rigidez de la interfase y, en consecuencia, un aumento de su
estabilidad [Kunieda, 1997]. Por ello, se realizé un estudio de estabilidad de
emulsiones durante 48 dias con cada uno de los componentes oleosos,
incorporando un 0,5 % cloruro de sodio en la fase acuosa. Los resultados se
muestran en la tabla 51.4. Para las emulsiones que contenian triglicéridos, se
selecciond un porcentaje de fase acuosa del 75 % para comprobar si con menos
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fase acuosa se favorecia la formacion de emulsiones estables, ademas de
estudiar también el efecto de la incorporacién de un 1 % de cloruro de sodio.
Mediante este estudio se observé que la presencia de cloruro de sodio
aumenta la estabilidad de todas las emulsiones excepto las formadas con
triglicéridos de cadena media. Para las emulsiones formadas con aceite de
parafina (componente oleoso apolar) la estabilidad aumenta de un modo
pronunciado de menos de 14 dias (tabla 51.3, n2: 2) a mas de 48 dias (tabla
51.4, n2 1). Asimismo, en presencia de cloruro de sodio al aumentar la
polaridad del aceite disminuye la estabilidad de las emulsiones, tendencia que
ya se habia observado anteriormente en ausencia de cloruro de sodio.

Tabla 51.4. Estabilidad de emulsiones en sistemas W/Span80/0 en presencia de cloruro
de sodio (NaCl), a 25 °C.

Ne Aceite 0/s |%Fw| Nacl | Tiempo (dias)en
observar cambios

1 Aceite de parafina 70/30 90 0,5% > 48

2 90/10 90 0,5% >42,<48

3 Escualano 70/30 90 0,5% >28,<35

4 90/10 90 0,5% >28,<35
Decil oleato 70/30 | 90 | 0,5% >28,<35

6 90/10 90 0,5% <1

7 Triglicéridos de 90/10 75 0,5% <1
cadena media

8 90/10 75 1,0% <1

Otra estrategia para estabilizar las emulsiones formadas con triglicéridos de
cadena media, fue la incorporacién de lecitina. Se ha descrito que este
tensioactivo produce un aumento en la rigidez de la interfase y, por tanto,
puede favorecer la estabilizacidn de las emulsiones [Kunieda, 1989]. Se observé
(tabla 51.5) que la presencia de lecitina en un 1 % no mejoraba la estabilidad de
las emulsiones, pero en un 2,5 % mejoraba ligeramente la estabilidad de la
emulsion con una relacién O/S 90/10 (tabla 51.5, n2: 4).
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Tabla 51.5. Estabilidad de emulsiones en sistemas agua/Span80/triglicéridos de cadena
media con un 75 % de fase acuosa y estabilizados con lecitina, a 25 °C.

Ne 0o/s % Lecitina Tiempo (dias) en
observar cambios

1 70/30 1 <1

2 2,5 <1

3 90/10 1 <1

4 2,5 >4,<7

Se decidid incorporar otro tensioactivo etoxilado con el objeto de ampliar el
rango de HLB estudiado y poder formar emulsiones mediante el método de
inversion de fases o PIT [Shinoda, 1969; Ozawa, 1997; Esquena, 2003]. En la
bibliografia se halla descrita la utilizacién de la mezcla de tensioactivos
Span80/Tween80 para formar emulsiones mediante este método [Li, 2010].
Por ello, se selecciond Tween80 con un HLB de 15 y se estudid la formacion de
emulsiones con una relacion O/S de 70/30, para diferentes relaciones de los
dos tensioactivos. Los resultados se muestran en la tabla 51.6. Con los
triglicéridos de cadena media no se formaron emulsiones con ninguna de las
mezclas Span80/Tween80 estudiadas (tabla 51.6), posiblemente, por ser el
aceite mas polar de los cuatro seleccionados. Tampoco se formaron emulsiones
para relaciones Span80/Tween80 a partir de 40/60 (tabla 51.6: n2 4 y 5). Este
hecho fue atribuido al elevado valor del HLB de la mezcla de tensioactivos (HLB
superiores a 8,6), ya que al disminuir la relaciéon Span80/Tween80 aumenta el
numero HLB, pues disminuye el cardcter lipdfilo de la mezcla de tensioactivos.
Sin embargo, para valores de HLB inferiores a 10,7, correspondientes a la
relacién Span80/Tween80 60/40, se formaron emulsiones con aceite de
parafina, escualano y decil oleato, aunque con éste ultimo aceite sélo se
formaron emulsiones para valores de HLB de 5,4 y 6,1, ello se atribuyd a su
polaridad (tabla 51.6: n2 1-3).
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Tabla 51.6. Formacion de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O e intervalos
de concentraciones de fase acuosa (%) para las que se forman dichas emulsiones, con
una relacion O/S de 70/30 para diferentes mezclas de Span80/Tween80.

Formacion/ Intervalos con. de fase acuosa (%)

N2|Span80/Tween80|HLB| Aceite de | Escualano |Decil oleato| Triglicéridos

parafina de cadena
media

1 90/10 54| Si/51-91 |Si/38-91| Si/45-84 No

2 83/17 6,1| Si/54-90 |Si/44-91| Si/47-85 No

3 60/40 8,6|Si/83-88 |Si/77-88 No No

4 40/60 10,7 No No No No

5 30/70 11,8 No No No No

En base a los resultados obtenidos en estos ensayos
seleccionaron como componentes oleosos el aceite de parafina y el escualano,
y como componentes tensioactivos el Span80, el 1S-202P y el Tween80, ya que
parecian los mas adecuados para formar emulsiones altamente concentradas

de tipo W/O.

preliminares, se
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5.1.2. Seleccion de las moléculas activas modelo

Se seleccionaron moléculas activas modelo que se pudieran incorporar en la
fase acuosa de las emulsiones altamente concentradas para posteriormente
estudiar una posible modelizacion de su liberacién en una solucién receptora.
Entre las diferentes moléculas que cumplian este requisito, se seleccionaron
tres parabenos: metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) y propilparabeno
(PrP). En la bibliografia aparece descrita la utilizacion de éstas moléculas para
estudiar los factores que influyen en su liberacidn cuando estan incorporadas
en mezclas de emulsiones hidrocarbonadas y fluoradas [Rocca, 1998]. Sin
embargo no existe informacién sobre el estudio simultdneo de la liberacién de
estas moléculas, el tamafio de gota de la emulsién y variables de composicion y
formacién. Ademas, permitian el estudio de la influencia de la longitud de la
cadena hidrocarbonada de la molécula activa en las propiedades de las
emulsiones.

Previamente a su incorporacién en las emulsiones, se determiné la solubilidad
maxima de estos parabenos, tanto en agua como en distintas proporciones de
agua/propilenglicol, con el fin de establecer la concentracion a la que se
podrian incorporar en las fases acuosas de las emulsiones sin que se produjera
cristalizacion. Se utilizaron mezclas agua/propilenglicol (PG) a distintas
relaciones (99/1, 95/5 y 90/10), ya que en la bibliografia aparece descrito que
el propilenglicol aumenta la solubilidad de los parabenos [Rowe, 2009]. Los
resultados (tabla 51.7) mostraron que en todos los medios estudiados el
metilparabeno es mas soluble que el etilparabeno, y a su vez, éste ultimo es
mas soluble que el propilparabeno. Esto se atribuyd a la longitud de la cadena
hidrocarbonada de las moléculas estudiadas. A mayor longitud de la cadena
hidrocarbonada, mds insoluble es la molécula en medio acuoso, ya que
aumenta su caracter hidrofébico. Ademads también se puso de manifiesto que
en agua/propilenglicol, tanto el metilparabeno como el etilparabeno,
presentan solubilidades similares cuando estdn disueltos separadamente vy
cuando estan en la mezcla de los tres parabenos en una relacidon en peso de
1:1:1 (tabla 51.7). Sin embargo, se observd que la solubilidad del
propilparabeno disminuye practicamente a la mitad cuando estd en la
disolucion con los otros parabenos. Se selecciond la mezcla de
agua/propilenglicol 90/10 por disolver una concentracion mayor de cada
parabeno (tabla 51.7: n2 4).

Asimismo, se estudié la solubilidad de los tres parabenos en agua/acetonitrilo,
metanol y etanol, por ser los solventes que se habia previsto utilizar para el

100



5.1. Seleccién de componentes y del método de emulsificacion

analisis posterior por HPLC. Se comprobd que los tres parabenos eran solubles
en estos medios.

Tabla 51.7. Solubilidad maxima del metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP),
propilparabeno (PrP) y de una mezcla de los tres en una relacién en peso de 1:1:1, a
25 °C (W: agua; PG: propilenglicol).

Solubilidad maxima (mg/mL)
Ne Medio MeP EtP PrP Para una mezcla 1:1:1

MeP EtP PrP
2,1 0,79 0,26 1,6 0,70 0,15

1w +1,4x107 | +1,4x10° | +1,0x10° | +5,0x10° +2,0x10° +7,0x10"
2,1 0,85 0,27 2,3 0,64 0,16

2 |W/PG 99/1 +1,1x107 | £1,3x10° | #1,0x10° | +6,0x10° +1,0x10° 6,0x10"
2,5 0,95 0,32 2,6 0,84 0,19

3 |W/PG 95/5 +6,0x10° | £2,0x107 | +1,0x10° | +1,2x10° +2,0x10° +4,0x10"
3,0 1,1 0,43 3,0 1,0 0,25

4 |W/PG 90/10 +5,0x10° | 45,0x10° | +1,0x10° | +5,0x10° +2,0x10° +1,0x10°

También se realizé un estudio de la estabilidad quimica de los parabenos.
Aunqgue segln la bibliografia son moléculas muy estables [Rowe, 2009] se
comprobd su estabilidad al estar disueltos en agua/propilenglicol 90/10 tanto a
25 °C como a 5 °C, con y sin proteccion de la luz. Para ello se prepararon
disoluciones de metil, etil y propilparabeno con agua/propilenglicol 90/10, asi
como una disolucion con los tres parabenos en una relacién en peso de 1:1:1y
se cuantificaron por HPLC. Mediante este estudio se puso de manifiesto que,
para todas las muestras preparadas, la variacion en el porcentaje de area de los
parabenos respecto al inicial era menor del 0,5 % independientemente de la
temperatura (5 °C o 25 °C) o de la proteccidn de la luz. Ademads, se realizé un
test estadistico no paramétrico (test de Wilcoxon) y con un 95 % de confianza
se pudo concluir que la muestra se mantenia estable durante los 28 dias que
durd el estudio (a modo de ejemplo, en el anexo A51.2.1 se muestran los
resultados del test de Wilcoxon para la solucidn con los tres parabenos).

Una vez estudiadas las solubilidades mdaximas de los parabenos y su estabilidad
quimica, se incorporaron en la fase acuosa de las emulsiones altamente
concentradas. Las emulsiones se formaron utilizando como tensioactivos
Span80 y I1S-202P, como componentes oleosos aceite de parafina y escualano, y
como componente acuoso una mezcla de metilparabeno y propilparabeno en
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una relacién en peso 5:1 disuelta en agua, o en una relacién en peso de 1:1
disuelta en agua/propilenglicol 90/10 (previamente se comprobd que se
formaban emulsiones utilizando como fase acuosa la mezcla de
agua/propilenglicol 90/10).

Las emulsiones altamente concentradas formadas presentaron propiedades
similares con y sin parabenos. En la figura 51.1 se muestran, como ejemplo,
micrografias de las emulsiones del sistema solucion acuosa/Span80/aceite de
parafina, con y sin parabenos. En las dos emulsiones se observan estructuras
compactas formadas por gotas polidispersas. Asimismo, en la emulsién con
parabenos (figura 51.1, B), parece apreciarse un ligero aumento del tamafio de
gota respecto a las emulsiones formadas en su ausencia (figura 51.1, A).

Figura 51.1. Micrografias de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O del
sistema solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina con una relacién O/S de 90/10 y un
90 % de fase acuosa, a 25 °C. A: emulsién formada con agua como fase acuosa, y B:
emulsion formada con una solucién acuosa con un 0,1% (w/w) de metilparabeno y
0,02% (w/w) de propilparabeno.

En la tabla 51.8, se muestra el tamafio de gota, expresado como la mediana del
didmetro, con los percentiles al 5 % y 95 %, y el indice de polidispersidad, de
emulsiones del sistema solucion acuosa/Span80/aceite de parafina, con y sin
parabenos, para distintas relaciones O/S, y en la figura 51.2 la representacién
de las distribuciones de tamafio mediante un diagrama de cajas o “box-plot”.
Con este tratamiento de datos, también se puso de manifiesto un ligero
aumento en el tamafio de gota en presencia de parabenos.
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Tabla 51.8. Diametro de gota (d), expresado como mediana, con el percentil al 5 % (P5)
y 95 % (P95), y el indice de polidispersidad (PDI) de emulsiones altamente concentradas
del sistema solucion acuosa/Span80/aceite de parafina a 25 °C en presencia y en
ausencia de una mezcla de parabenos (0,1 % (w/w) de metilparabeno y 0,02 % (w/w) de
propilparabeno).

Con parabenos Sin parabenos

Ne| O/S FW (%)| d(um) i (P5;P95) PDI | d(um) . (P5;P95) PDI
1| 70/30 75 1,38 (0,74;2,00): 1.3 0,89 :(0,49;1,38) 1.2
2 | 90/10 75 1,88 (0,74;3,41): 2.0 1,83 :(0,66;4,45): 1.4
3 | 90/10 90 1,85 (0,96;2,74): 1.7 1,08 :(0,59;2,55): 1.2

75 IIIED e
70/30
90
LT
Bl I F———0 0 o
90/10
/ 90 L °
HIF— o o
0 2 2 6 8
d
‘I:I Con parabenos [ Sin parabenos ‘

Figura 51.2. Diagrama de cajas (“box-plot”) para las distribuciones de tamafos de las
emulsiones de la tabla 51.8.

Al aplicar el test estadistico no paramétrico de Wilcoxon (anexo A51.2.2), se
determind con un 95 % de confianza, que las emulsiones con O/S 70/30 y fase
acuosa 75 %, asi como O/S 90/10 con fase acuosa 90 %, con y sin parabenos
(tabla 51.8, n2: 1 y 3), presentan distribuciones de tamano de gota
significativamente diferentes, siendo ligeramente superiores en presencia de
parabenos. Sin embargo, las emulsiones con O/S 90/10 y fase acuosa 75 %, con
y sin parabenos (tabla 51.8, n2: 2), no presentan diferencias significativas en sus
distribuciones de tamafio.

Mediante este estudio, se puso de manifiesto que los tres parabenos
(metilparabeno, etilparabeno vy propilparabeno) son apropiados como
moléculas activas modelo ya que poseen una elevada estabilidad quimica y se
pueden incorporar en la fase acuosa de emulsiones altamente concentradas de
tipo W/0O, formadas con los tensioactivos y aceites seleccionados.
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5.1.3. Seleccion del método de emulsificacion

Con el objeto de encontrar el método mas adecuado para la formacién de las
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O, con los componentes
oleosos y tensioactivos seleccionados en la seccion 5.1.1, entre los métodos
que se encuentran descritos en la literatura se seleccionaron los siguientes:

- agitacion de la mezcla de los componentes en su concentracion final,

- centrifugacidn de una emulsion diluida,

- método de inversién de fases o PIT,

- adicidn del componente acuoso a la mezcla del componente oleoso y
tensioactivo.

El estudio se realizé utilizando agua como componente acuoso en ausencia de
parabenos, ya que en la seccién 5.1.2, se habia puesto de manifiesto que se
formaban emulsiones con propiedades similares tanto en ausencia como en
presencia de parabenos y propilenglicol.

Agitacién de la mezcla de los componentes en su concentracién final

El estudio se realizé agitando manualmente mezclas de los componentes de la
emulsion, con una relacidon O/S 90/10 y un porcentaje de fase acuosa del 90 %.
Mediante la agitacidon de los componentes en su concentracion final no se
consiguid formar ninguna emulsidon altamente concentrada con los
componentes seleccionados.

Centrifugacién de una emulsion diluida

La centrifugacién de emulsiones, con relaciones O/S 60/40 y 70/30, y un
porcentaje de fase acuosa de 20 %, tampoco resulté un método adecuado, ya
gue como maximo se pudieron formar emulsiones con un 50 % — 60 % de fase

acuosa.

Inversion de fases o PIT

Para formar emulsiones por el método de inversién de fases o PIT, previamente
se realizaron determinaciones de la temperatura HLB, o temperatura de
inversion de fases (PIT), por conductimetria.
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Se estudio la variacidn de la conductividad con la temperatura, desde 5 °C a
90 °C. En primer lugar, se estudiaron sistemas con una relacidn aceite/fase
acuosa (ROW) de 0,5 y un 3 % de una mezcla de Span80/Tween80 en
diferentes proporciones (desde 90/10 hasta 60/40). La fase acuosa (un 65 %)
estaba compuesta por una solucién de cloruro de sodio, NaCl, 10° ™M para
poder detectar mejor los cambios en la conductividad. Se estudiaron los
sistemas solucion acuosa de NaCl/Span80-Tween80/escualano y solucién
acuosa de NaCl/Span80-Tween80/aceite de parafina. Sin embargo, no se pudo
detectar inversion de fases para ninguno de los dos sistemas en las condiciones
mencionadas. Este hecho se atribuyd a que la temperatura HLB era inferior a
5°C.

Con la finalidad de aumentar la temperatura HLB del sistema, se aumento la
concentracién de tensioactivos, al 5 %, y de cloruro de sodio, a 1 M, y se
estudio el sistema con aceite de parafina aumentando la proporciéon de
Tween80. En la figura 51.3, se muestra la curva de conductividad obtenida para
el sistema formado por solucién NaCl 1 M/Span80-Tween80/aceite de parafina
con ROW 0,5, 5 % de tensioactivo, y una relacién Span80/Tween80 de 45/55.
En dicha figura, se puede observar que independientemente de que se
aumente o se disminuya la temperatura, la conductividad se mantiene
practicamente constante en un amplio intervalo de temperaturas, hasta llegar
a una temperatura (55 °C) en la que cambia bruscamente. Este aumento (o
disminucién) coincide con el valor de temperatura HLB del sistema y es la
temperatura en la que se produce la inversiéon de fases debido al cambio de
curvatura de la interfase, pasando de una emulsién O/W a una emulsién W/O,
si se aumenta la temperatura, o de una W/O a una O/W, si se disminuye la
temperatura [Shinoda, 1969; Kunieda, 1996]. Para el sistema mostrado en la
figura 51.3, el valor de la temperatura HLB es de 55 °C.
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Sol. NaCl 1M/Span80-Tween80/aceite de parafina
(ROW 0,5, 5% S, Span80/Tween80 45/55)

30

25

20

15

10

Conductividad (mS/cm)

—=— Disminuyendo T
—— Aumentando T

T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90

T(°Q)

Figura 51.3. Determinacidn de la temperatura HLB por conductimetria para el sistema
solucion NaCl 1M/Span80-Tween80/aceite de parafina con una relacion componente
oleoso/acuoso (ROW) de 0,5 un 5 % de tensioactivo (S), y una relacién
Span80/Tween80 45/55 (simbolos blancos: aumentando la temperatura; simbolos
negros: disminuyendo la temperatura).

Se detectd inversion de fases para relaciones Span80/Tween80 desde 40/60
hasta 52/48, pero no se detectd inversion para relaciones Span80/Tween80
superiores a 52/48 (tabla 51.9).

Tabla 51.9. Determinacién de la temperatura HLB (T HLB) para sistemas de tipo
disolucién NaCl 1 M/Span80-Tween80/aceite de parafina, con ROW de 0,5y un 5 % de
tensioactivos.

N2 Span80/Tween80 | Numero HLB T HLB (°C)
1 52/48 9,4 37,5
2 50/50 9,7 40,1
3 45/55 10,2 54,9
4 42/58 10,5 62,7
5 40/60 10,7 78,0
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Como el objetivo era formar emulsiones de tipo W/O a temperatura ambiente,
la temperatura PIT del sistema debia de ser aproximadamente de 5 °C o 10 °C.
Por este motivo, se realizd una extrapolacién con los datos obtenidos
representando los valores de la temperatura HLB respecto a la relacion de
tensioactivos Span80/Tween80 (figura 51.4).
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Figura 51.4. Temperatura HLB en funcién de la relacién Span80/Tween80 para el
sistema solucion de cloruro de sodio 1 M/Span80-Tween80/aceite de parafina con
relacién componente oleoso/acuoso (ROW) de 0,5 y un 5 % de tensioactivos (linea
continua: ajuste de los datos experimentales; linea discontinua: extrapolacién).

Para que la temperatura HLB fuese de 5 °C, la relacién Span80/Tween80
tendria que ser de 1,41 (figura 51.4), es decir, 58,6/41,4, lo que implicaba un
numero HLB de la mezcla de tensioactivos de 8,7. Teniendo en cuenta que
estos estudios preliminares se realizaron con una relacidn componente
oleoso/acuoso, ROW, de 0,5 (O/W 33/67), y que para formar emulsiones
altamente concentradas (porcentaje de fase acuosa superior al 74 %) con un
5 % de tensioactivo, se necesitaria una relacion ROW igual o inferior a 0,22, la
temperatura HLB seria posiblemente inferior a 0 °C por lo que no se podria
determinar experimentalmente. En la literatura aparece descrito que para un
porcentaje de tensioactivo constante, la temperatura HLB disminuye
drasticamente al disminuir el valor de ROW, asi una disminucién de 0,1
unidades en la relacién ROW puede suponer la disminucidn de mds de 20 °C en
la temperatura HLB del sistema [Forgiarini, 2001]. Por ello, se considerd que el
método de inversién de fases no era apropiado como método de
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emulsificacion para formar emulsiones altamente concentradas de tipo W/O
con los componentes seleccionados.

Adicién del componente acuoso

El estudio de formacidén de emulsiones altamente concentradas por el método
de adicién del componente acuoso a la mezcla de los otros componentes, se
realizd con agitacidn controlada. Ademas, la adicion del componente acuoso se
control6 mecdnicamente. A diferencia de las emulsiones descritas en el
apartado 5.1.1, déonde la adicién se hizo manualmente y se agité con un
agitador vértex, en estos ensayos se realizé la adicion de componente acuoso
utilizando una bomba peristaltica y se agité con un rotor y una varilla.

Mediante este procedimiento, se formaron emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O que presentaron estabilidades similares a las
emulsiones preparadas en el apartado 5.1.1. A modo de ejemplo, se muestran
los resultados de retrodifusion de luz (backscattering) a 25 °C de una emulsidn
altamente concentrada del sistema agua/Span80/aceite de parafina con un
90 % de fase acuosa y una relacion O/S de 90/10 (figura 51.5). Se observé que
independientemente del tiempo, la intensidad de retrodifusion de luz se
mantenia constante a lo largo del volumen de la muestra, indicacién de que no
se produce sedimentacidn o cremado. Por otro lado, se observéd que la
intensidad de retrodifusidon de luz disminuye con el tiempo, indicacién de que
se produce coalescencia [Mengual, 1999]. Asimismo, al aumentar el tamafo de
gota de la emulsidn, se produce un drenaje de la fase continua que provoca su
acumulacién en las zonas que quedan libres entre las gotas, disminuyendo su
grosor en las zonas de contacto entre gotas [Bhakta, 1997]. Asi al tener una
pelicula muy fina de interfase, la retrodifusiéon de luz cada vez seria menor.
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Figura 51.5. A: retrodifusién de luz (backscattering, BS) para la emulsion altamente
concentrada del sistema agua/Span80/aceite de parafina, a una relacién O/S 90/10 y
90 % de fase acuosa, durante 24 horas a 25 °C (sélo tiene significado fisico la zona del
espectro situada entre las dos lineas verticales discontinuas). B: ampliacion para una
altura (h) de muestra de 10 - 40 mm.

La evolucién de la retrodifusion de luz respecto al tiempo, se calculd integrando
las areas de las curvas de retrodifusién mostradas en la figura 51.5, para una
altura de muestra entre 10 — 40 mm. En la figura 51.6 se muestra tanto la
evolucion de la retrodifusion de luz respecto al tiempo, como la evolucién de la
retrodifusién de luz normalizada respecto al tiempo inicial. El valor inicial de
retrodifusién de luz es de 80 % y su disminucidon es sélo del 10 % en 24 horas,
indicacidn de que la emulsién se mantiene razonablemente estable.
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Figura 51.6. En el eje izquierdo, variacion de la retrodifusién de luz (BS) para la emulsién
altamente concentrada agua/Span80/aceite de parafina (O/S 90/10, 90 % fase acuosa)
durante 24 horas a 25 °C (simbolos negros) y, en el derecho, disminucion de la
retrodifusion de luz normalizada respecto la retrodifusion inicial (simbolos blancos).

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar el método de adicién del
componente acuoso a la mezcla de componentes oleoso y tensioactivo, como
el mas adecuado para los objetivos propuestos.
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5.1.4. Resumen de la seleccion de componentes y del método de
emulsificacion

Los estudios preliminares permitieron seleccionar los siguientes componentes
para formar emulsiones altamente concentradas de tipo W/O:

- oleosos: aceite de parafina y escualano,
- tensioactivos: IS-202P y Span80,
- acuosos: solucién de agua/propilenglicol 90/10.

Asimismo, se comprobd que metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno,
eran moléculas apropiadas como principios activos modelo.

A partir de los ensayos de formacién de emulsiones altamente concentradas, y
de la determinacidén de su estabilidad, se seleccionaron los siguientes sistemas
en los que se llevarian a cabo los estudios posteriores:

- solucidén acuosa/Span80/aceite de parafina,
- solucidén acuosa/Span80/escualano,
- solucidon acuosa/IS-202P/aceite de parafina,
- solucién acuosa/IS-202P/escualano.

Ademas, estos ensayos preliminares permitieron seleccionar el método de
adicién de fase acuosa como el mds adecuado para formar emulsiones
altamente concentradas de tipo W/O en los sistemas seleccionados.
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5.2. Formacion vy caracterizacion de emulsiones altamente
concentradas en sistemas agua/tensioactivo no iénico/componente
oleoso

Se estudié en primer lugar la formacion de emulsiones altamente concentradas
de tipo W/O en los sistemas seleccionados en el apartado 5.1: solucién
acuosa/Span80/aceite de parafina, solucion acuosa/Span80/escualano,
solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina y solucion acuosa/IS-202P/
escualano. A continuacion, se estudié la formacién de emulsiones con los
parabenos y se compararon los resultados.

5.2.1. Formacion

Las emulsiones se formaron mediante el método de adiciéon del componente
acuoso sobre la mezcla del componente oleoso y tensioactivo. Para determinar
las zonas de formacidn, la adicién se hizo manualmente y la agitacién mediante
la utilizacién de un agitador vértex. Se considerd que se habia formado una
emulsién concentrada cuando la emulsidn no fluia y una emulsién altamente
concentrada cuando, ademas de no fluir, se habia superado el 74 % de fase
acuosa.

5.2.1.1. Sin parabenos

Se determind la zona de formacién en los sistemas:
- Al: agua/Span80/aceite de parafina,
- B1:agua/Span80/escualano,

- C1:agua/IS-202P/aceite de parafina, y
- D1:agua/IS-202P/escualano.

En las figuras 52.1 - 52.4, se muestran las zonas de formacién de emulsiones y
emulsiones altamente concentradas de los sistemas A1, B1, C1y D1.
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Span80

Figura 52.1. Zona de formacién de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema A1 (agua/Span80/aceite de
parafina).

Span80

Figura 52.2. Zona de formacion de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema Bl
(agua/Span80/escualano).
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Figura 52.3. Zona de formacién de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema C1 (agua/IS-202P/aceite de

parafina).

Figura 52.4. Zona de formacion de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema D1 (agua/IS-202P/

escualano).
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En la tabla 52.1 se indican los intervalos de concentracién de agua en los que se

forman emulsiones concentradas y altamente concentradas, para cada relacidn

0/s.

Tabla 52.1. Formacién de emulsiones concentradas y altamente concentradas para los
sistemas: Al (agua/Span80/aceite de parafina), B1 (agua/Span80/escualano), C1
(agua/IS-202P/aceite de parafina) y D1 (agua/IS-202P/escualano).

Intervalos de fase acuosa (%)

Ne 0/S Sistema Al Sistema B1 Sistema C1 Sistema D1
1 5/95 . - W . 46 - 86
2 10/90 - 44 - 74 - 44 - 88
3 15/85 42 - 85 . @ - . @
4 | 20/80 41 - 85 30 - 75 - 43 - 88
5 30/70 38 - 88 28 - 80 - 38 - 89
6 |32,5/67,5 - @ - @ 45 - 89 - @
7 | 35/65 - @ - @ 36 - 89 - @
8 | 40/60 35 - 90 32 - 88 29 - 90 37 - 89
9 | 50/50 35 - 91 35 - 92 29 - 90 38 - 91
10 | 60/40 32 - 91 34 - 93 35 - 91 38 - 93
11 | 70/30 40 - 92 34 - 93 38 - 92 37 - 93
12 | 80/20 49 - 91 39 - 91 42 - 93 41 - 93
13 | 90/10 67 - 93 45 - 93 70 - 92 48 - 94
14 | 95/5 84 - 88 64 - 92 77 - 93 65 - 94
15 | 97,5/2,5 | 84 - 89 76 - 92 79 - 93 78 - 91

(1): no se forma emulsién concentrada ni altamente concentrada;

(2): no se ha determinado el intervalo de concentraciones.

Es destacable que se formaron emulsiones altamente concentradas para

relaciones O/S muy elevadas (hasta 97,5/2,5) en todos los sistemas, indicando

que ambos tensioactivos son muy eficientes para formar emulsiones. Las

emulsiones altamente concentradas incorporaron un maximo de 90 % de fase

acuosa para relaciones O/S hasta 40/60, y de 94 % de fase acuosa para O/S a

partir de 50/50.
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5.2.1.2. Con parabenos

La incorporacién de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno se estudié
considerando que en los posteriores estudios de liberacién se tenian que
cumplir las condiciones “sink”, es decir, que su concentracién en la solucion
receptora fuese el 10 — 20 % de su solubilidad maxima [Gibaldi, 1967; Guy,
2003]. Como la solubilidad mdaxima del parabeno menos soluble, el
propilparabeno, cuando estd en una mezcla de los tres parabenos en agua en
una proporcién 1:1:1, es de 0,15 + 7,0x10™ mg/mL (secci6n 5.1.2) se selecciond
la concentracién de 0,01 mg/mL. Asi, se estudid la incorporacién de una mezcla
de parabenos en la fase acuosa de los sistemas:

- A2:solucién acuosa/Span80/aceite de parafina, y
- B2:solucién acuosa/Span80/escualano.

(Solucion acuosa: mezcla de los tres parabenos en una relacion 1:1:1 en peso
disueltos en agua en una concentracién de 0,01 mg/mL para cada uno).

Los resultados obtenidos (tabla 52.2) fueron similares a los obtenidos sin la
presencia de parabenos (tabla 52.1). Se formaron emulsiones concentradas y
altamente concentradas con concentraciones muy bajas de tensioactivo (hasta
relacién O/S 97,5/2,5). Las emulsiones llegaron a incorporar un maximo de
89 % de fase acuosa para relaciones O/S hasta 40/60, y de 94 % de fase acuosa
para O/S desde 50/50.

Tabla 52.2. Formacion de emulsiones para los sistemas A2 (solucidn acuosa/
Span80/aceite de parafina) y B2 (solucidn acuosa/Span80/escualano), donde la fase
acuosa esta compuesta de una solucién acuosa de metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno con una concentracién de 0,01 mg/mL para cada uno.

Intervalos de fase acuosa (%)
Ne 0/Span80 Sistema A2 Sistema B2
1 5/95 57 - 79 50 - 79
2 10/90 37 - 80 48 - 83
3 20/80 25 - 85 43 - 83
4 30/70 20 - 86 43 - 84
5 40/60 22 - 86 41 - 89
6 50/50 25 -91 37 - 92
7 60/40 24 - 94 36 - 92
8 70/30 31 -94 34 - 93
9 80/20 39 - 93 38 -91
10 90/10 61 - 93 45 - 91
11 95/5 75 - 92 63 - 90
12 97,5/2,5 80 - 91 73 - 91
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A pesar del elevado porcentaje de fase acuosa de las emulsiones, las
concentraciones de parabenos en dichas emulsiones resultaron ser muy bajas
para poder realizar el seguimiento de los estudios de liberacién mediante
cromatografia liquida (HPLC). Por ello, se aumentd su concentracion en la fase
acuosa pasando de 0,01 mg/mL a 0,2 mg/mL. Este aumento implicé la
substitucion del agua de la fase acuosa de las emulsiones por una mezcla
agua/propilenglicol 90/10, ya que dicha mezcla aumentaba significativamente
la solubilidad de los parabenos, como se puso de manifiesto en los estudios
preliminares (seccidn 5.1.2). Ademas, en los posteriores estudios de liberacion
se optd por disminuir la cantidad de solucidn receptora para poder aumentar la
concentracién de parabeno respetando, en todo momento, las condiciones
“sink”. Asi se estudiaron los sistemas:

- A:solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina,

- B: solucion acuosa/Span80/escualano,

- C:solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina, y
- D: solucién acuosa/IS-202P/escualano.

(Solucion acuosa: mezcla de los tres parabenos, en relacién 1:1:1 en peso,
disueltos en agua/propilenglicol 90/10, con una concentracién de 0,2 mg/mL
para cada uno).

En las figuras 52.5 - 52.8, se muestran las zonas de formacién de emulsiones
concentradas y altamente concentradas.

Span80

0,0,

01

1,0
A — 00 . .
Sol. acuosa 0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 08 0,9 10 Aceite de paraflna

Figura 52.5. Zona de formacién de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema A (soluciéon acuosa/
Span80/aceite de parafina). La solucién acuosa esta compuesta por una solucién de
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, con una
concentracion de 0,2 mg/mL para cada uno.
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Span80

0,0,

1,0

1,0,
Sol. acuosa o

Figura 52.6. Zona de formacion de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema B (solucién
acuosa/Span80/escualano). La solucidn acuosa estd compuesta por una solucién de
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, con una
concentracién de 0,2 mg/mL para cada uno.

1,0
Sol. acuosa

Figura 52.7. Zona de formacién de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema C (soluciéon acuosa/
IS-202P/aceite de parafina). La solucion acuosa estd compuesta por una solucién de
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, con una
concentracién de 0,2 mg/mL para cada uno.
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10 5%
Sol. acuosa

Figura 52.8. Zona de formacidon de emulsiones concentradas (zona punteada) y
altamente concentradas (zona gris) de tipo W/O del sistema D (solucién acuosa/
IS-202P/escualano). La solucién acuosa estda compuesta por una solucién de
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, con una
concentracién de 0,2 mg/mL para cada uno.

En la tabla 52.3 se indican los intervalos de concentracién de solucién acuosa
en los que se forman emulsiones concentradas y altamente concentradas para
cada relacion O/S.

Tabla 52.3. Formacion de emulsiones para los sistemas A (solucidon acuosa/Span80/
aceite de parafina), B (solucién acuosa/Span80/escualano), C (solucion acuosa/IS-202P/
aceite de parafina) y D (soluciéon acuosa/IS-202P/escualano). La fase acuosa esta
compuesta de una solucion de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en
agua/propilenglicol 90/10, con una concentracion de 0,2 mg/mL para cada uno.

Intervalos de fase acuosa (%)
Ne 0/s Sistema A Sistema B Sistema C Sistema D
1 5/95 49 - 80 68 - 81 53 - 82 49 - 78
2 10/90 49 - 82 64 - 84 49 - 84 49 - 80
3 20/80 43 - 85 59 - 85 50 - 87 48 - 86
4 30/70 44 - 88 56 - 87 48 - 89 46 - 86
5 40/60 34 - 88 45 - 83 44 - 89 43 - 86
6 50/50 30 - 92 38 - 93 41 - 90 39 - 91
7 60/40 28 - 93 32 - 92 41 - 91 42 - 91
8 70/30 29 - 93 34 - 93 43 - 93 47 - 93
9 80/20 38 - 93 39 - 92 70 - 91 55 - 92
10 90/10 50 - 90 51 - 90 76 - 92 78 - 89
11 95/5 84 - 90 59 - 90 80 - 92 80 - 91
12 | 97,5/2,5 85 - 87 76 - 85 80 - 91 81 - 91
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Como se habia observado en los estudios preliminares (seccién 5.1.2), se
formaron emulsiones altamente concentradas de tipo W/O en todos los
sistemas estudiados, incluso para la relacién O/S de 97,5/2,5, es decir, con muy
baja concentracion de tensioactivo. Ademas, se llegd a incorporar un maximo
de 89 % de fase acuosa para las relaciones O/S hasta 40/60, y un maximo de
93 % para relaciones O/S desde 50/50.

Al comparar las zonas de formacidn de emulsiones altamente concentradas de
los cuatro sistemas (tabla 52.3) con las zonas de formacidn en ausencia de
parabenos y de propilenglicol (tabla 52.1), se puede observar que la presencia
de parabenos y propilenglicol favorece la formacién de emulsiones para mas
relaciones O/S. El mayor cambio en la zona de formacion se produce en el
sistema solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina, ya que en ausencia de
parabenos y propilenglicol no se forman emulsiones hasta una relacién O/S de
32,5/67,5 (tabla 52.1: sistema C1) y en su presencia se forman emulsiones a
partir de la relacion O/S 5/95 (tabla 52.3: sistema C).

Los resultados obtenidos con la concentracién de parabenos de 0,2 mg/mL y
afiadiendo propilenglicol para los sistemas con Span80 (tabla 52.3: sistemas Ay
B) fueron similares a los obtenidos para una concentracién 0,01 mg/mL sin
propilenglicol (tabla 52.2: sistemas A2 y B2), ya que se formaron emulsiones
altamente concentradas desde la relacion O/S 5/95 hasta la 97,5/2,5,
incorporando un maximo de un 93 % - 94 % de fase acuosa.

En todos los sistemas estudiados, se pudieron formar emulsiones altamente
concentradas incorporando metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno, en
la fase acuosa a una concentracién adecuada para poder realizar
posteriormente estudios de liberacién.
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5.2.2. Caracterizacion

Se estudid el tamafio de gota, la estabilidad y las propiedades reoldgicas de
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O de los sistemas:

- A:solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina,

- B: solucion acuosa/Span80/escualano,

- C:solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina, y
- D: solucién acuosa/IS-202P/escualano.

La solucién acuosa estaba formada por una mezcla de los tres parabenos en
agua/propilenglicol 90/10 con una concentracién de 0,2 mg/mL para cada uno.
Para el estudio de tamario de gota y estabilidad, se seleccioné una relacién O/S
de 80/20 y dos porcentajes de fase acuosa, 80 % y 90 %. Asimismo, las
propiedades reoldgicas se determinaron para dos relaciones O/S 70/30 vy
90/10, y porcentajes de fase acuosa de 80 % y 90 %. Se seleccionaron estas
relaciones O/S por la baja concentracion de tensioactivo y por formar
emulsiones altamente concentradas con todos los sistemas tanto a 80 %, como
a 90 % de fase acuosa. Ademads, todas las emulsiones se formaron en las
mismas condiciones de temperatura, de velocidad de agitacion y de velocidad
de adicidn de la fase acuosa.

5.2.2.1. Tamaiio de gota

El tamafo de gota se caracterizd determinando el didmetro mediante
microscopia dptica. La observacidn microscépica de las emulsiones altamente
concentradas, puso de manifiesto que todas ellas presentaban una estructura
compacta formada por gotas polidispersas. A modo de ejemplo se muestra una
micrografia de una emulsién altamente concentrada del sistema A (solucion
acuosa/Span80/aceite de parafina) con una relacién O/S de 80/20 y un 90 % de
fase acuosa (figura 52.9).
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Figura 52.9. Micrografia de una emulsién altamente concentrada del sistema A
(solucién acuosa/Span80/aceite de parafina) con una relacion O/S de 80/20 y un 90 %
de fase acuosa (mezcla de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en
agua/propilenglicol 90/10, y una concentracion de 0,2 mg/mL de cada parabeno).

A partir de las micrografias se calculé el tamafio de gota de las emulsiones,
midiendo el didametro de 2.000 gotas por cada micrografia, calculando su
distribucién de tamafios y el indice de polidispersidad. A modo de ejemplo, se
presenta en la figura 52.10 la distribucién de tamafios de la emulsion del
sistema A, cuya micrografia se ha mostrado en la figura 52.9 (las distribuciones
de todas las emulsiones estudiadas, se muestran en el anexo A52.2.1).
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Figura 52.10. Distribucidn de tamafios de gota de la emulsién del sistema A de la figura
52.9.
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En la tabla 52.4 se muestran los tamafos (inferiores a 1 um) y los indices de
polidispersidad (entre 1,29 y 1,79) obtenidos para las emulsiones de los cuatro
sistemas estudiados. Los resultados indican que existen pequefias diferencias
tanto en el didmetro como en el indice de polidispersidad. El tamafio mas
pequefio (0,56 um) corresponde al sistema A: solucion acuosa/Span80/aceite
de parafina (tabla 52.4: n2 2).

Tabla 52.4. Diametro de gota (mediana y promedio), d, e indice de polidispersidad, PDI,
de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O inmediatamente después de
formarlas con diferentes porcentajes de fase acuosa, FW, a 25 °C (no se muestran los
percentiles ni los intervalos de confianza del diametro de gota para facilitar la lectura).

N2 | Sistema | Tensioactivo Aceite FW d (um) d (um) PDI
(%) | mediana |promedio
1 A Span80 Aceite de 80 0,71 0,81 1,76
2 parafina | 90 | 0,56 063 | 1,62
3 B Span80 Escualano 80 0,91 0,94 1,29
4 90 0,86 0,94 1,71
5 C IS-202P Aceite de 80 0,84 0,92 1,65
6 parafina | 90 | 081 | 093 | 1,79
7 D 1S-202P Escualano 80 0,84 0,90 1,51
8 90 0,73 0,81 1,61

El promedio de tamafo no coincidia con la mediana debido a la polidispersidad.
Aunque las distribuciones de tamafio eran bastante simétricas, no seguian una
distribucion normal. Para verificar si realmente habia diferencias en dichas
distribuciones, se realizé un andlisis estadistico. Para ello se representaron las
distribuciones del didametro de gota mediante diagramas de caja o “box-plot”
(figura 52.11) y se utilizé el test estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis
(anexo A52.2.2).
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80
Aceite de parafina
90
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| Spang0 [ IS-202P

Figura 52.11. Diagramas de caja (box-plot) de las distribuciones del didmetro de gota de
las emulsiones de los cuatro sistemas estudiados.

Al comparar las distribuciones de tamafio de los cuatro sistemas estudiados
(por el tensioactivo y el aceite utilizado, asi como el porcentaje de fase acuosa),
se puede afirmar con 95 % de confianza que las distribuciones de tamafio son
significativamente distintas (anexo A52.2.2). Asimismo, se puede afirmar con
un 95 % de confianza que, para los sistemas A (solucién acuosa/Span80/aceite
de parafina), B (solucién acuosa/Span80/escualano) y D (solucién acuosa/|S-
202P/escualano) existen diferencias significativas en las distribuciones de
tamafio al aumentar la fase acuosa de 80 % a 90 %. Sin embargo, no se
detectan diferencias significativas para el sistema C (soluciéon acuosa/IS-
202P/aceite de parafina). Posiblemente, para este sistema se necesitaria una
variacion mayor de fase acuosa para poder observar diferencias significativas
en las distribuciones de tamafio.

5.2.2.2. Estabilidad

La estabilidad se estudid haciendo un seguimiento de los cambios
macroscépicos de las emulsiones y del tamafo de gota en funcidén del tiempo a
25 °C. Ademads, también se utilizd una técnica espectroscopica como la
retrodifusién de luz o “backscattering”.
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A nivel macroscépico, se observo si la emulsion fluia o no y si era homogénea o
presentaba separacion de fases. Todas las emulsiones preparadas mostraron el
mismo aspecto visual a tiempo inicial: eran homogéneas, de color blanco y no
fluian. Como ejemplo, en la figura 52.12, se muestra la fotografia de una
emulsion altamente concentrada del sistema A (solucidn acuosa/Span80/aceite
de parafina) acabada de preparar. Con el tiempo, se observd que las
emulsiones empezaban a fluir al desestabilizarse, hasta presentar un aspecto
heterogéneo en el que se observaban zonas de emulsién y zonas de fase
acuosa.

Figura 52.12. Fotografias de una emulsidn altamente concentrada del sistema A
(solucién acuosa/Span80/aceite de parafina) acabada de preparar (solucion acuosa:
mezcla de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol (90/10)
con una concentracién de 0,2 mg/mL para cada uno).

En la tabla 52.5, se muestran los resultados de estabilidad por observacion
visual a 25 °C. Con Span80 se obtuvieron resultados similares para los dos
aceites (tabla 52.5, n2: 1-4), al igual que con 1S-202P (tabla 52.5, n2: 5-8). Al
comparar los resultados en funcién de los dos tensioactivos, se observé que las
emulsiones formadas con Span80 no presentaban cambios macroscépicos
durante los primeros 28 dias (tabla 52.5: n2 1 - 4) a diferencia de las emulsiones
formadas con IS-202P que sélo se mantenian sin cambios durante 7 o 14 dias
(tabla 52.5: n2 5 - 8). Este hecho se atribuyé a que el Span80 posee una
estructura mas compacta que el 1S-202P, y posiblemente por este motivo
estabiliza mejor la interfase.
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Tabla 52.5. Estabilidad por observacion visual de cambios macroscdpicos en emulsiones
altamente concentradas de tipo W/O con diferentes porcentajes de fase acuosa, FW, a
25°C.

N2 | Sistema Tensioactivo Aceite % FW Tiempo (dias) sin
observar cambios

1 A Span80 Aceite de 80 28

2 parafina 90 28

3 B Span80 Escualano 80 28

4 90 28

5 C IS-202P Aceite de 80 14

6 parafina 90 7

7 D IS-202P Escualano 80 14

8 90 7

Asimismo, se realizé un estudio de la estabilidad de las emulsiones de los
sistemas A, B, C y D por variacién de la retrodifusion de luz o “backscattering”
(BS) durante 24 horas, a 25 °C. A modo de ejemplo, se muestran los espectros
de retrodifusidn de luz a lo largo de la altura, h, de la muestra, de una emulsion
del sistema A (figura 52.13). Los resultados de todas las emulsiones estudiadas
se muestran en el anexo A52.2.3.
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Figura 52.13. Espectros de retrodifusion de luz o “backscattering” (BS) a lo largo de la
altura de la muestra (h) a 25 °C, para una emulsion altamente concentrada de tipo W/O
del sistema A (solucién acuosa/Span80/aceite de parafina) con O/S 80/20 y un 80 % de
fase acuosa. Sélo tiene significado fisico la zona del espectro situada entre las dos lineas
discontinuas.
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En todas las emulsiones se observé que, independientemente del tiempo, la
intensidad de retrodifusion de luz se mantenia constante a lo largo de toda la
muestra, indicacién de que las emulsiones eran homogéneas. Asimismo,
disminuia en funcion del tiempo por lo que los principales mecanismos de
desestabilizacidon podrian ser coalescencia y/o “Ostwald ripening”. Si se hubiese
producido sedimentacion o cremado se observaria un aumento o disminucion,
respectivamente, de la intensidad de luz retrodifusa en la parte inferior de la
muestra.

Independientemente del tensioactivo (Span80 o 1S-202P), al aumentar la fase
acuosa de 80 % a 90 % se producia una mayor disminucidn de la intensidad de
luz retrodifusa a lo largo de toda la muestra. Posiblemente al haber mas
porcentaje de fase acuosa, la concentracion de tensioactivo disponible para
estabilizar la interfase es menor y la emulsiéon tiene mayor tendencia a
desestabilizarse. En la figura 52.14, se muestra un ejemplo de los espectros de
retrodifusiéon de luz ampliados de una emulsion del sistema B (solucion
acuosa/Span80/escualano) y otra del sistema D (solucién acuosa/IS-
202P/escualano), ambas con un 90 % de fase acuosa (espectros completos en
anexo A52.2.3). Se observa que la disminucién de la intensidad de luz
retrodifusa con el tiempo, es menor para la emulsién con Span80 (figura 52.14,
sistema B).

90— Sistema B: /5 80/20-90 % FW —— 90— sistema D: O/S 80/20 - 90 % FW |——

BS (%)
BS (%)

50

——0h--- 4h---- 8h 12h

40 T T 40 T T

10 20 h (mm) 30 40 10 20 h (mm) 30 40

Figura 52.14. Ampliacion de los espectros de retrodifusion de luz o “backscattering”

(BS), entre 10 y 40 mm de la altura de la muestra (h), para una emulsién altamente

concentrada de tipo W/O del sistema B (izquierda) y otra del sistema D (derecha)
(espectros completos en anexo A52.2.3).
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Para analizar la evolucion de la intensidad de luz retrodifusa en funcién del
tiempo, se calculd el porcentaje de variacion de la retrodifusion entre 10 mm —
40 mm de altura de la muestra (tabla 52.6; en el anexo A52.2.4 se muestra una
tabla ampliada). El valor inicial de retrodifusion de luz para un 80 % y un 90 %
de fase acuosa es similar en todos los sistemas. Sin embargo a las 24 horas, las
formulaciones con IS-202P (sistemas C y D), presentan un valor menor de
retrodifusién de luz respecto a las mismas composiciones con Span80. En
consecuencia, las formulaciones con Span80 son mas estables. Sin embargo, la
variacion de la intensidad de luz retrodifusa en 24 horas no es superior a un
17 % en ninguno de los sistemas estudiados.

Tabla 52.6. Porcentaje de variacidon del “backscattering” (BS) respecto al tiempo para
una altura de muestra de 10-40 mm a 25 °C, para emulsiones de los sistemas A, B, Cy D
(fase acuosa, FW, formada por una mezcla de metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, y con una concentracién de 0,2 mg/mL de
cada uno).

Disminucién BS 10mm-40mm (%)

Sistema A Sistema B Sistema C Sistema D
Tiempo | 80 % 90 % 80 % 90 % 80 % 90 % 80 % 90 %
(h) FW FW FW FW FW FW FW FW

0 86,30 | 79,47 | 81,18 | 73,86 | 84,80 | 76,87 | 81,46 | 75,00
24 82,33 | 72,06 | 77,68 | 62,60| 7587| 61,79 | 71,22 | 57,71

Con el propdsito de comparar los resultados de retrodifusidon de luz en funcién
del tiempo de los cuatro sistemas, se calculé el porcentaje de variacién de la
retrodifusién entre 10 — 40 mm de altura de la muestra y se normalizé respecto
al valor de retrodifusion inicial de cada muestra (figura 52.15). En todos los
sistemas estudiados la variacion de la retrodifusion de luz para las
formulaciones con un 80 % de fase acuosa es menor que con un 90 %. Este
hecho seria atribuible a que al aumentar el porcentaje de fase acuosa,
manteniendo la relacién O/S constante, disminuye la concentracion de
tensioactivo y la formulacién tendria mas tendencia a desestabilizarse.

Mediante este estudio, se confirmdé que las emulsiones formadas con Span80
presentaban una menor disminucién en la retrodifusidn de luz respecto las
formadas con 1S-202P, siendo las emulsiones del sistema A (solucién
acuosa/Span80/aceite de parafina) y del sistema B (solucién acuosa/Span80/
escualano) con un 80% de fase acuosa, las que presentaban una menor
disminucién. Este hecho indica que el Span80 proporciona mayor estabilidad
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5.2. Formacion y caracterizacidon de emulsiones altamente concentradas

que el I1S-202P, ya que con bajas concentraciones de dicho tensioactivo se
forman emulsiones mas estables. Asimismo, la emulsién con mayor variacién, y
en consecuencia menor estabilidad, es la del sistema D (solucidn acuosa/IS-
202P/escualano) con un 90 % de fase acuosa. Por todo lo mencionado, los
analisis de retrodifusidon de luz indican que con Span80 se forman emulsiones
mas estables que con 1S-202P.
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o-- Sistema A: 90 % FW "A..:A'm..ﬁ_ o
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Figura 52.15. Variacién de la intensidad de retrodifusion de luz, “backscattering” (BS),
con el tiempo a 25 °C para una altura de la muestra entre 10-40 mm, normalizado
respecto el BS inicial de cada formulacién.

Paralelamente a los estudios macroscépicos y de retrodifusion de luz, se realizd
un seguimiento microscopico de la distribucién del tamafio de gota e indice de
polidispersidad de las emulsiones en funcién del tiempo, a 25 °C. A partir de las
micrografias obtenidas, se midieron los didmetros de 2.000 gotas y se calculd la
distribucion de tamafios, el diametro medio asi como el indice de
polidispersidad, como se indica en la parte experimental (seccién 4.3). En la
figura 52.16 se muestran los resultados obtenidos durante 21 dias para una
emulsién del sistema A (solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina) con 80 %
de fase acuosa. La emulsion acabada de preparar presentaba gotas compactas
(figura 52.16 a 0 dias) y al aumentar el tiempo se observaba un aumento del
tamafio de gota. Ello se reflejo en las distribuciones de tamafo de gota que se
desplazaban ligeramente hacia tamafios mayores a medida que aumentaba el
tiempo. Asimismo, la polidispersidad también aumentd con el tiempo debido a
la aparicién de gotas mas grandes.
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Figura 52.16. Micrografias y distribuciones de tamafios de gota de emulsiones

altamente concentradas del sistema A (solucién acuosa/Span80/aceite de parafina) con
80 % de fase acuosa durante 21 dias a 25 °C.

En el anexo A52.2.1 se muestran las distribuciones a tiempo inicial de las
emulsiones de los sistemas A, B, Cy D, y en el anexo A52.2.5 se muestran las
distribuciones justo antes de que se produjera la desestabilizacion. En todos los

sistemas estudiados se observd la misma tendencia de desplazamiento de las
distribuciones de tamafio hacia tamafios mayores.

Las emulsiones de los sistemas con Span80 (sistemas A y B) no presentaron
cambios macroscépicos durante 28 dias, sin embargo las emulsiones de los
sistemas con IS-202P (sistemas C y D) presentaron separacion de fases al cabo

de 14 y 21 dias, respectivamente. Este comportamiento se reflejé6 en los
estudios microscépicos.
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En las tablas 52.7 y 52.8, se muestra la evolucién con el tiempo del didmetro de
gota, expresado como mediana, y el indice de polidispersidad para emulsiones
formadas con Span80 (sistemas A y B) e IS-202P (sistemas C y D),
respectivamente. Para facilitar la lectura no se muestran los intervalos de
confianza expresados en forma del percentil al 5 % y 95 % (dicha informacion

se encuentra en el anexo A52.2.6).

Tabla 52.7. Evolucion de la mediana del diametro de gota (d) y del indice de
polidispersidad (PDI) con el tiempo, a 25 °C, para las emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O formadas con Span80 de los sistemas Ay B.

Sistema A Sistema B

(Span80/aceite parafina) (Span80/escualano)

80 % FW 90 % FW 80 % FW 90 % FW
N2 |Tiempo|d (um) PDlI |d(um) PDI |d(um) PDI |d(um) PDI

(dias)

1 0 0,71 1,8 0,56 1,6 0,91 1,3 0,86 1,7
2 1 0,63 1,9 0,94 2,9 0,96 1,9 0,89 3,4
3 7 0,72 4,1 0,67 12 0,62 5,9 0,67 11
4 14 0,80 49 0,73 16 0,65 5,0 0,65 15
5 21 0,79 5,5 0,66 24 0,62 13 0,76 17
6 28 0,66 18 0,67 37 0,61 14 0,84 19

Tabla 52.8. Evolucion de la mediana del didametro de gota (d) y del indice de

polidispersidad (PDI) con el tiempo, a 25 °C, para

las emulsiones altamente

concentradas de tipo W/O formadas con 1S-202P de los sistemas Cy D (FW: fase acuosa;
(1): emulsién desestabilizada).

Sistema C Sistema D

(1S-202P/aceite parafina) (1S-202P/escualano)

80 % FW 90 % FW 80 % FW 90 % FW
Ne [Tiempo|d (um) PDI |d(um) PDI |d(um) PDI |d(um) PDI

(dias)

1 0 0,84 1,7 0,81 1,8 0,84 1,5 0,73 1,6
2 1 1,5 2,8 0,94 3,0 1,0 33 1,3 5,2
3 7 0,95 11 0,65 29 0,82 12 0,51 19
4| 14 | 0,77 15 (1) (1) (1)
5 21 (1)
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Los resultados de las tablas 52.7 y 52.8 indican que el valor del didmetro de
gota de las emulsiones, expresado en forma de mediana, no varia. Estos
resultados parecen estar en contradiccidon con las distribuciones de tamafio
(figura 52.16 y anexos A52.2.1 y A52.2.5), ya que se desplazaban ligeramente
hacia valores mayores. No obstante, debe destacarse que la polidispersidad
aumenta con el tiempo, corroborando el aumento en la amplitud de las
distribuciones de tamafio hacia tamafios mayores. Para verificar estas
tendencias, se analizaron las distribuciones de tamafio mediante el test
estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis (anexo A52.2.7). Los resultados
obtenidos permiten afirmar con un 95 % de confianza que para cada emulsién
estudiada hay diferencias significativas, por lo tanto las distribuciones de
tamafio varian de forma significativa con el tiempo.

Asi pues, los resultados obtenidos mediante microscopia dptica, confirmaron
los resultados obtenidos mediante observacién visual y retrodifusidn de luz. Las
emulsiones de todos los sistemas estudiados, poseen estabilidad suficiente
para poder realizar estudios de liberacién (con una duracién de 24 horas).
Ademas, también se confirmd que las emulsiones con Span80 (sistemas A y B)
son mas estables que las formadas con 1S-202P (sistemas C y D).

5.2.2.3. Propiedades reoldgicas

Se realizaron ensayos oscilatorios para determinar las propiedades
viscoelasticas de las emulsiones. Asi, primero se estudié la variacidon del médulo
eldstico y viscoso respecto a la deformacién para un valor de frecuencia
constante, con el objetivo de determinar la zona de viscoelasticidad lineal.
Posteriormente, y para un valor de deformacién seleccionado dentro de la zona
de viscoelasticidad lineal, se determind la variacion de los mddulos eldstico y
viscoso en funcién de la frecuencia.

Se realizd un estudio sistematico de las propiedades reoldgicas de emulsiones
con parabenos, de los sistemas A (solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina),
B (solucion acuosa/Span80/escualano), C (solucidon acuosa/IS-202P/aceite de
parafina) y D (solucién acuosa/IS-202P/escualano), con un O/S de 70/30 y un
80 % de fase acuosa formada por agua/propilenglicol (90/10) con
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno, con una concentracién de
0,2 mg/mL de cada uno.

En la figura 52.17 y 52.18, se muestra la evolucién del médulo elastico, G’, y
viscoso, G”, en funcidon de la deformacién y de la frecuencia, respectivamente,
para emulsiones de los sistemas A, B, Cy D.
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Figura 52.17. Evolucién del mddulo elastico, G’, y viscoso, G”, con la deformacidn para
emulsiones altamente concentradas con O/S 70/30 y 80 % de fase acuosa, de los
sistemas A, B, Cy D. Los ensayos se realizaron por triplicado (réplicas 1,2y 3)a25°Cy

una frecuencia de 1 Hz.
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Figura 52.18. Evolucion del mddulo elastico, G’, y viscoso, G”, con la frecuencia para
emulsiones altamente concentradas con O/S 70/30 y 80 % de fase acuosa, de los
sistemas A, B, Cy D. Los ensayos se realizaron por triplicado (réplicas 1,2y 3)a 25°Cy
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5.2. Formacion y caracterizacidon de emulsiones altamente concentradas

Los perfiles de deformacidn, al igual que los de frecuencia, son muy similares
para los cuatro sistemas estudiados. El mdédulo elastico (G’) es superior al
viscoso (G”') debido al comportamiento predominantemente eldstico de estas
emulsiones que ya se encuentra descrito en la bibliografia [Princen, 1983; Pons,
1993; Jager-Lézer, 1998]. Al comparar el valor del mddulo elastico de los cuatro
sistemas, se puso de manifiesto que dicho mddulo es superior para las
emulsiones formadas con Span80, sistemas Ay B (en la seccion 5.4.7, se realiza
un analisis detallado de estos resultados).

Asimismo, para determinar si la presencia de parabenos influia en las
propiedades reolégicas de las emulsiones altamente concentradas, se
estudiaron emulsiones con y sin parabenos. A modo de ejemplo, se muestran
los resultados de mdédulo elastico, G’, y el mdédulo viscoso, G”, en funcidn de la
frecuencia, para emulsiones del sistema solucién acuosa/Span80/aceite de
parafina, con O/S 90/10 y un 90 % de fase acuosa, con y sin parabenos (figura
52.19). Se observd que, tanto el mddulo elastico (G’) como el viscoso (G”)
mostraban comportamientos similares en presencia o ausencia de parabenos.
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Figura 52.19. Mddulo elastico, G’ (cuadrados), y viscoso, G’ (circulos), respecto a la
frecuencia para las emulsiones altamente concentradas del sistema solucién acuosa/
Span80/aceite de parafina, con O/S 90/10 y un 90 % de fase acuosa, con y sin
parabenos (simbolos blancos y negros, respectivamente). Los ensayos se han realizado
a 25 °C con una geometria plato - plato (25 mm) y una deformacion del 0,5 %.
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5.2.3. Resumen de los resultados de formacidn y caracterizacion

Se han formado y caracterizado emulsiones altamente concentradas de tipo
W/O para los sistemas solucidon acuosa/Span80/aceite de parafina, solucion
acuosa/Span80/escualano, solucidon acuosa/IS-202P/aceite de parafina y
solucion acuosa/IS-202P/escualano. Los resultados mds destacables de esta
seccidn son los siguientes:

- Se han formado emulsiones altamente concentradas de tipo W/O
incorporando un maximo de un 93 % de fase acuosa con bajas
concentraciones de tensioactivo (0/S 97,5/2,5).

- Los sistemas con Span80 permiten formar emulsiones altamente
concentradas de menor tamafio de gota que los sistemas con 1S-202P.

- Las propiedades de emulsiones altamente concentradas de los sistemas
estudiados, practicamente no han variado al incorporar parabenos en la
fase acuosa de dichas emulsiones.

- Los estudios de estabilidad han puesto de manifiesto que, en todos los
sistemas seleccionados, se han formado emulsiones con estabilidad
suficiente para realizar estudios de liberacidon de 24 horas, siendo las
emulsiones formadas con Span80 las mas estables.

- Las propiedades reoldgicas fueron similares para las emulsiones
estudiadas con vy sin parabenos, presentando todas ellas un
comportamiento predominantemente elastico.

El andlisis de los resultados obtenidos, permitid seleccionar el sistema A
(soluciéon acuosa/Span80/aceite de parafina) como sistema modelo, por ser el
sistema en el que se obtenian emulsiones mas estables y con menor tamafio de
gota.
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5.3. Estudios de liberacion

5.3. Estudios de liberacion de moléculas activas desde emulsiones
altamente concentradas a soluciones receptoras

Con el objeto de estudiar y modelizar la liberacion de los parabenos
incorporados en emulsiones altamente concentradas de tipo W/O, se
realizaron ensayos de liberacion utilizando membranas de didlisis y
agua/propilenglicol 90/10, como solucién receptora. En una primera etapa, se
estudié separadamente la liberacion de metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno, durante 25 horas a 25 °C, desde soluciones acuosa y micelar, y
desde emulsiones altamente concentradas de tipo W/O del sistema modelo
(sistema A: solucion acuosa/Span80/aceite de parafina), con una relacién O/S
de 70/30 y un 75 % de fase acuosa. En una segunda etapa, se realizé el mismo
estudio con una mezcla de las tres moléculas activas en una relacién 1:1:1 en
peso.

Las soluciones micelares se prepararon utilizando el tensioactivo Tween80 en
una concentracion de 7,5 mg/mL, concentracion muy superior a su
concentracién micelar critica (CMC) que segun la bibliografia es de
2,4x10'2 mg/mL [Patist, 2000]. En todos los experimentos, se cumplieron las
condiciones “Sink”, es decir, la concentracién de parabeno en la solucidon
receptora no sobrepasé el 10 — 20 % de su solubilidad maxima.

5.3.1. Emulsiones con metilparabeno

Los resultados del estudio de liberacion de metilparabeno a una solucién
receptora se muestran en la figura 53.1.

Las curvas de liberaciéon desde la solucidon acuosa y la solucién micelar,
aumentan de un modo mds pronunciado que desde la emulsidon a tiempos
cortos y luego tienden a un valor constante o “plateau”, excepto para la
emulsion que no se alcanza un valor constante en 25 horas. La liberacién del
metilparabeno es mas rdpida desde la solucidn acuosa que desde la solucién
micelar y, es mucho menor desde la emulsién altamente concentrada. La
liberacion de metilparabeno desde la solucién acuosa es practicamente
completa, indicacidn de que no se produce interaccién entre la membrana de
didlisis y dicha molécula.
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La presencia de micelas produce una disminucién en el perfil de liberacion del
metilparabeno respecto al de la solucién acuosa (sin micelas). Ademas no se
produce la liberacién completa, hecho que confirmaria la interacciéon descrita
en la literatura entre los parabenos y algun tensioactivo no idnico como el
polisorbato80 (Tween80) [Rowe, 2009]. Desde la emulsién altamente
concentrada se obtuvo el perfil de liberacién mas lento, ya que la molécula de
parabeno tiene que difundir desde el interior de la gota de agua de la emulsion
a la fase continua y, posteriormente, a la solucidn receptora.
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Figura 53.1. Curvas de liberacion de metilparabeno (MeP) desde la solucidon acuosa
(cuadrados), solucién micelar (circulos) y emulsidn altamente concentrada (EAC) de tipo
W/O (triangulos) a 25 °C (las lineas son una guia visual).

El porcentaje de liberacién al cabo de 8 y 24 horas, se muestra en la tabla 53.1.
Al pasar de 8 a 24 horas se observa que el porcentaje liberado desde la solucién
acuosa y la solucién micelar, practicamente no varia a diferencia del porcentaje
liberado desde la emulsién que aumenta. Al cabo de 8 horas practicamente se
ha alcanzado la liberacion maxima para el metilparabeno cuando estd en
solucién acuosa y solucién micelar. Sin embargo, desde la solucién micelar no
se libera completamente debido a la interaccion con el tensioactivo Tween80,
como se ha comentado anteriormente. La concentracién de metilparabeno
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liberada desde la emulsién altamente concentrada al cabo de 24 horas es
similar a la liberada desde la solucién micelar, aunque desde la emulsion no se
ha alcanzado un valor constante.

Tabla 53.1. Concentracion de metilparabeno (MeP) liberado a 8 y 24 horas, y a 25 °C,
desde cada medio estudiado (EAC: emulsién altamente concentrada) a una solucién
receptora.

Concentracion liberada (%)
Solucién Solucién EAC
acuosa micelar
MeP 8 h 98,3+0,6 85,9+3,5 60,0+£9,3
MeP 24 h 99,7+0,7 88,7+2,0 88,9+1,7

5.3.2. Emulsiones con etilparabeno

El estudio de la liberacién del etilparabeno puso también de manifiesto que la
liberacion es mas rapida desde la solucién acuosa, que desde la solucion
micelar y que desde la emulsién altamente concentrada (figura 53.2). Al cabo
de 8 horas, el perfil de liberacidon desde la solucién practicamente alcanza el
“plateau”, la solucion micelar lo alcanza a las 24 horas, y la emulsién altamente
concentrada no lo alcanza durante las 25 horas del experimento. Ello se
evidencia considerando las concentraciones maximas liberadas de etilparabeno
al cabo de 8 y 24 horas (tabla 53.2). De 8 a 24 horas se observa que el
porcentaje liberado desde la solucion acuosa practicamente permanece
constante, y, sin embargo, aumenta desde la solucién micelar y desde la
emulsién. Para todas las muestras ensayadas, las concentraciones maximas
liberadas son menores comparadas con las obtenidas para el metilparabeno
(tabla 53.1). Este hecho se atribuyé a la diferente longitud de la cadena
hidrocarbonada de los dos parabenos, ya que a menor longitud estd mas
favorecido el proceso de liberacién. Debe destacarse que con la solucién
acuosa no se produce la liberacion completa (100 %) de etilparabeno
posiblemente debido a que su difusién es mas lenta y se necesitarian tiempos
mas largos para alcanzar dicho valor. La concentracién liberada a las 24 horas
desde la solucién micelar es ligeramente inferior al compararla con el
metilparabeno (tabla 53.1), posiblemente por producirse una mayor
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interaccion con el Tween80. Ademds, desde la emulsién altamente
concentrada el porcentaje liberado de etilparabeno (tabla 53.2) fue menor que
el de metilparabeno (tabla 53.1), poniendo de manifiesto la dificultad de
difundir del parabeno al aumentar la cadena hidrocarbonada.
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Figura 53.2. Curvas de liberacion de etilparabeno (EtP) desde la solucidn acuosa
(cuadrados), solucién micelar (circulos) y emulsidn altamente concentrada (EAC) de
tipo W/O (tridngulos) a 25 °C (las lineas son una guia visual).

Tabla 53.2. Concentracidn de etilparabeno (EtP) liberado a 8 y 24 horas, y a 25 °C, desde
cada medio estudiado (EAC: emulsién altamente concentrada) a una solucidn
receptora.

Concentracion liberada (%)
Solucién Solucién EAC
acuosa micelar
EtP8 h 82,0+£4,0 75,3+3,8 44,0+3,4
EtP 24 h 85,5+3,0 83,2+1,6 73,7+3,3
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5.3.3. Emulsiones con propilparabeno

Puesto que de los tres parabenos seleccionados, el propilparabeno es el que
tiene mayor longitud de cadena hidrocarbonada era de esperar que la
liberacion de esta molécula fuese todavia mas lenta que la de los otros dos
parabenos. Los resultados obtenidos (figura 53.3) confirmaron estas
predicciones. Sin embargo la tendencia fue la misma, la liberacidon del
propilparabeno es mas rapida desde la solucidn acuosa, que desde la solucion
micelar y desde la emulsién altamente concentrada, siendo esta ultima mucho
mas lenta que las otras dos. A diferencia de los otros parabenos, durante las 25
horas del estudio no se alcanzé el “plateau” en ningiin medio.

100 PrP
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Cantidad liberada (%)
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Figura 53.3. Curvas de liberacion de propilparabeno (PrP) desde la soluciéon acuosa
(cuadrados), solucién micelar (circulos) y emulsién altamente concentrada (EAC) de tipo
W/O (triangulos) a 25 °C (las lineas son una guia visual).

Por ello y a diferencia de los otros dos parabenos, al pasar de 8 a 24 horas se
produce un aumento en la concentracién liberada desde los tres medios
estudiados (tabla 53.3), poniendo de manifiesto que el propilparabeno es, de
los tres parabenos, el que presenta una liberacion mas lenta. Asimismo, como
era previsible, la concentracion maxima liberada de propilparabeno, tanto a 8,
como a 24 horas, se obtiene desde la solucién acuosa (tabla 53.3), siendo
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

inferior a los valores obtenidos con los otros dos parabenos como se ha

mencionado previamente.

Tabla 53.3. Concentracion de propilparabeno (PrP) liberado a 8 y 24 horas, y a 25 °C,
desde cada medio estudiado (EAC: emulsidén altamente concentrada) a una solucidn

receptora.
Concentracion liberada (%)
Solucién Solucién EAC
acuosa micelar
PrP8h 64,4+5,9 51,3+4,6 24,5+119
PrP 24 h 72,025 66,7 £ 3,9 50,8 +21,8

5.3.4. Emulsiones con una mezcla de los tres parabenos

Los resultados de liberaciéon con una mezcla de los tres parabenos, en una
relaciéon 1:1:1 en peso, se muestran en la figura 53.4. De forma similar a los
estudios realizados individualmente con cada parabeno, la liberacidon es mas
rapida desde la solucidon acuosa que desde la solucidon micelar y que desde la
emulsiéon altamente concentrada. Estos resultados son similares a los
obtenidos para cada parabeno individualmente (figuras 53.1, 53.2 y 53.3). Sin
embargo, cuando estdn los tres parabenos juntos, su liberaciéon es un poco mas
lenta como se evidencia al considerar las concentraciones liberadas a 8 y 24
horas (tablas 53.1, 53.2, 53.3 y 53.4). Al aumentar la cadena hidrocarbonada
del parabeno, aumentan las diferencias entre las concentraciones liberadas a 8
y 24 horas desde todos los medios, (tabla 53.4). Desde la emulsidn altamente
concentrada se observa una mayor diferencia, de modo similar a los estudios
de los parabenos individualmente (tablas 53.1, 53.2 y 53.3). Asimismo, la
maxima concentracion liberada se produce con el parabeno de menor longitud
de cadena hidrocarbonada, el metilparabeno.

A pesar de las ligeras diferencias que se producen en la liberacidn cuando los
parabenos se estudian individualmente o conjuntamente, las tres moléculas
son apropiadas para estudiar la influencia de los factores de composicién y
formacién de dichas emulsiones en la liberacién desde emulsiones altamente
concentradas.
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Figura 53.4. Curvas de liberacion para una mezcla de metilparabeno/etilparabeno/
propilparabeno (MeP/EtP/PrP) 1:1:1, desde una solucién acuosa (cuadrados con linea
negra continua), una solucion micelar (tridngulos con linea negra discontinua) y una
emulsion altamente concentrada (EAC) de tipo W/O del sistema A (circulos con lineas
de colores) a 25 °C (el color azul representa al metilparabeno, el verde al etilparabeno,
el rojo al propilparabeno).

Tabla 53.4. Concentraciones de metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) vy
propilparabeno (PrP), liberados a 8 y 24 horas, y a 25 °C, desde cada medio estudiado
(EAC: emulsion altamente concentrada del sistema A) a una solucién receptora.

Concentracion liberada (%)

Solucién Solucién EAC
acuosa micelar
MeP 8 h 90,4 +0,2 85,1+3,8 50,1+5,5

MeP 24 h 92,2+0,8 90,2 +2,5 76,0+9,5

EtP 8 h 84,0+0,9 74,5+ 4,5 38,0+3,7
EtP 24 h 87,3+1,8 84,1+3,2 65,0+7,2
PrP 8 h 71,6 £6,6 52,0+6,1 25,4+2,8
PrP 24 h 77,2+5,4 69,0+6,3 50,7+5,5
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprobd si la liberacion de los tres parabenos desde las emulsiones
altamente concentradas (figura 53.4) seguia un modelo de difusidn segun la ley
de Fick o un modelo cinético de primer orden. Para ello, se compararon los
resultados experimentales con los dos modelos tedricos durante las primeras 9
horas de liberacidn, ya que era donde se producian los mayores cambios. En la
figura 53.5, se muestran los resultados experimentales de los tres parabenos
liberados desde la emulsidon altamente concentrada, y dos ajustes realizados,
uno segun la ley de Fick (figura 53.5, A) y otro segin un modelo cinético de
primer orden (figura 53.5, B).
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Figura 53.5. Liberacién de una mezcla de metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) y
propilparabeno (PrP), desde la emulsién altamente concentrada (figura 53.4), y dos
ajustes realizados (lineas continuas), uno segun la ley de Fick (A) y otro segin un
modelo cinético de primer orden (B).

144



5.3. Estudios de liberacion

A medida que aumenta la longitud de la cadena hidrocarbonada de los
parabenos, las curvas liberacidon presentan mayores desviaciones respecto al
modelo de Fick (figura 53.5, A) y se ajustan mejor al modelo cinético de primer
orden (figura 53.5, B) poniendo de manifiesto la complejidad de los
mecanismos de difusion desde emulsiones altamente concentradas para los
parabenos. En la literatura, aparece descrito que para mezclas de emulsiones
hidrogenadas y fluoradas, a menor longitud de cadena hidrocarbonada del
parabeno, el proceso de liberacién viene determinado por la difusién desde el
interior de la gota a la fase continua. Sin embargo, a mayor longitud de cadena
hidrocarbonada, el proceso de liberacién estd mas influenciado por la difusion
desde la fase continua a la solucién receptora [Rocca, 1998]. Por todo ello, y en
base a los resultados obtenidos, se podria afirmar que cuanto mas lipdfila sea
la molécula, mds lenta serad su liberacidon y mds desviaciones presentard del
modelo de difusion de Fick.
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5.3.5. Resumen de los resultados de liberacion

Se determinaron los perfiles de liberacién del metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno, tanto individualmente como en mezclas de los tres en una
relacion 1:1:1 en peso, desde soluciones acuosas, soluciones micelares vy
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O del sistema modelo (sistema
A: solucion acuosa/Span80/aceite de parafina). Independientemente del medio
de partida, la liberacidén del metilparabeno es mayor que la del etilparabeno y,
ésta a su vez que la del propilparabeno. Es decir, a menor longitud de cadena
hidrocarbonada de la molécula, mayor liberacidn, comportamiento esperado y
que ya se habia descrito previamente en la literatura [Rocca, 1998; Esposito,
2003].

Los resultados obtenidos con la solucion micelar demostraron que, como
aparece descrito en la literatura [Rowe, 2009], los parabenos interaccionan con
el polisorbato80 (Tween80), ya que se alcanzd el “plateau” sin liberar
completamente (el 100 %) de dichas moléculas.

La liberacion de los parabenos desde la emulsién altamente concentrada, era
mas lenta que desde la solucidn acuosa y la solucidn micelar. Hecho atribuible a
la estructura de dichas emulsiones y por ello, los mecanismos de difusiéon desde
emulsiones altamente concentradas son mas complejos.

Cabe destacar que el comportamiento de los parabenos fue similar cuando se
estudiaron individual o conjuntamente. Por ello, se pueden incorporar de
forma conjunta en la fase acuosa de emulsiones altamente concentradas del
sistema modelo (sistema A: solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina), para
estudiar su liberacion simultdneamente, siendo éste uno de los propdsitos de
esta tesis.
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5.4. Modelizacion de emulsiones altamente concentradas

En esta seccidn se describen los resultados que se obtuvieron al estudiar
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O, para modelizar su
formulacion. Con este objetivo, y aplicando un disefio de experimentos
factorial, se estudiaron propiedades como el tamafio de gota, propiedades
reoldgicas, asi como la liberacidon de moléculas activas incorporadas en la fase
acuosa de dichas emulsiones.

5.4.1. Seleccion de las composiciones a estudiar

En una primera etapa se estudio la influencia de las variables de composicién
del sistema agua/Span80/aceite de parafina en el tamafio de gota y el mddulo
elastico de las emulsiones. Posteriormente, se estudiaron tanto las variables de
composiciéon como las del proceso de formacion, utilizando como fase acuosa
una mezcla de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en una relacion
en peso 1:1:1, disuelta en agua/propilenglicol 90/10.

Variables de composicion

Las emulsiones se formaron mediante el método convencional de adicién de la
fase acuosa, manteniendo constantes la velocidad de agitacion, a 800 rpm (se
escogid este valor porque era la agitacién minima a la que se formaban
emulsiones), la velocidad de adiciéon de la fase acuosa, a 2 g/min., y otras
variables como el tipo de eje de agitacidn utilizado y su posicidn, la posicidn del
tubo de adicidon de la fase acuosa y la temperatura de trabajo.

Las variables de composicidon a estudiar fueron el porcentaje de fase acuosa
(FW) vy la relacion aceite/tensioactivo (O/S), y los limites fueron 75 % y 90 %
para el componente acuoso, y 2,33 (70/30) y 9,0 (90/10) para la relacion O/S.
Dichos limites se seleccionaron dentro de la zona de formacién de emulsiones
altamente concentradas de tipo W/O del sistema agua/Span80/aceite de
parafina (figura 52.1). Las variables respuesta a estudiar fueron el tamano de
gota expresado como didmetro (d) y el modulo elastico (G’). Se utilizé un
disefio de superficie de respuesta tipo disefio central compuesto (CCD) para
dos variables con tres puntos centrales (figura 54.1), asi se realizaron un total
de 11 experimentos en orden aleatorio analizando el didmetro de gota y el
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

mddulo eldstico. Los resultados se muestran en la tabla 54.1. Para un
porcentaje de agua de 82,5 % y un O/S de 0,95 (tabla 54.1: experimento 3), asi
como para un 90,0 % y una relacién O/S 2,33 (tabla 54.1: experimento 5), no se
pudieron formar emulsiones altamente concentradas en las condiciones de
formacion descritas previamente.

12 1 Experimentos del disefio |

A
10

0o/s

0 T T T T
70 75 80 85 90 95

Agua (%)

Figura 54.1. Representacion gréafica de los experimentos a realizar en el disefio central
compuesto.

Tabla 54.1. Factores del disefio central compuesto (FW: fase acuosa, O/S: relacién
aceite/tensioactivo) y variables respuesta (d: diametro de gota, G’; mddulo elastico).

Experimento  FW (%) o/s™ d (um) G' (Pa)
1 93,1 5,67 1,2 356
2 75,0 9,00 2,1 127
3 82,5 0,95 -- -
4 82,5 5,67 1,2 458
5 90,0 2,33 -- -
6 75,0 2,33 0,9 312
7 82,5 10,4 1,6 241
8 90,0 9,00 1,3 394
9 82,5 5,67 1,0 472
10 82,5 5,67 1,1 363
11 71,9 5,67 2,0 125

(1) 0,95 =49/51; 2,33 = 70/30; 5,67 = 85/15; 9,00 = 90/10; 10,4 = 91/9.

A partir de los resultados obtenidos, se procedié a analizar las variables
respuesta, diametro de gota y moddulo eldstico, relacionandolas con las
variables de composicién.
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

Variables de composicion y diametro de gota

En relacion al analisis de la variable respuesta diametro de gota (d), se
comprobd que la variable no seguia una distribucién normal. Sin embargo se
decidid seguir el analisis con la variable sin normalizar aplicando el teorema del
limite central ya que se comprobd que con la variable normalizada y sin
normalizar se obtenian resultados similares. Se realiz6 un andlisis de la
influencia de efectos principales aplicando el test estadistico ANOVA y con la
ayuda de los diagramas de Pareto (figura 54.2). En el diagrama de Pareto, los
efectos que estan por encima de la linea de significacién son factores
influyentes en el modelo. En el analisis realizado se observé que el factor
cuadratico de B, es decir, de la relacién O/S, no era influyente por lo que se
eliminé del modelo (figura 54.2). De esta forma, y con un 95 % de confianza, se
concluyd que los factores que influian en el tamafio eran la relacién O/S, el
porcentaje de agua en sus componentes lineal y cuadratico, y la interaccién del
porcentaje de agua con O/S (figura 54.2).

B:IO.S B+
-
AW
AA
AB

Efectos estandarizados

Figura 54.2. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el tamafio de gota, d,
de las emulsiones segun el disefio de experimentos propuesto (Factor A: fase acuosa,
Factor B: relacidn O/S).

Se comprobd que los residuos del modelo no siguieran ningun patrén, requisito
imprescindible para que el modelo fuese vélido. Como se muestra en la figura
54.3, los residuos se distribuyen de forma aleatoria por lo que se puede
suponer que el modelo ajustado es correcto.
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Figura 54.3. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados de tamafio de
gota.

El modelo determinado para el didmetro de gota, explica un 98 % de la
variabilidad total, y su ecuacién se indica a continuacidn:

d=288-0,705FW +0,8090/S + 0,004 FW"2—-0,008 W 0/S Ec.54.1

Mediante este modelo, se observa que hay un valor de porcentaje de agua que
actua como punto de inflexion en el tamafio de gota (figura 54.4). A
porcentajes de agua mas bajos, y para una relacion O/S determinada, el
didmetro de gota disminuye al aumentar la concentracién de fase acuosa. Esta
tendencia se justificd por la concentracidn de tensioactivo presente en el
medio. Al agitar a velocidad constante y aumentar la concentracién de agua, el
tamafio de gota disminuye debido a la disponibilidad de tensioactivo para
formar gotas mas pequenfias. Sin embargo, a mayores porcentajes de agua, el
didmetro de gota aumenta al aumentar la fase acuosa. Este hecho, que ya se
encuentra descrito en la bibliografia [Princen, 1979], se atribuye a que, para
porcentajes elevados de agua, el factor limitante para formar nuevas gotas es
el tensioactivo, y por este motivo el tamafio de gota aumenta. También se
observa que manteniendo el porcentaje de agua constante, al aumentar la
relacion O/S aumenta el tamafio de gota, como consecuencia de la disminucién
de la concentracién de tensioactivo y el aumento de la tensidn interfacial entre
los componentes acuoso y oleoso.
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Figura 54.4. Prediccidn del disefio de experimentos para el didametro de gota de las
emulsiones del sistema agua/Span80/aceite de parafina.

Variables de composicion y mdédulo eldstico

Para analizar los resultados obtenidos con el médulo elastico, G’, se procedié
de forma similar al analisis del didmetro de gota. La variable G’ no seguia una
distribucion normal, pero se decidié seguir el andlisis con la variable sin
normalizar aplicando el teorema del limite central ya que se comprobd que con
la variable normalizada y sin normalizar se obtenian resultados similares. Se
analizé la influencia de efectos principales aplicando el test estadistico ANOVA
y los diagramas de Pareto (figura 54.5). Ni el factor cuadratico de la variable
0/S, ni la interaccién O/S con W, eran influyentes por lo que se eliminaron del
modelo. De esta forma, y con un 95 % de confianza, se concluyé que los
factores que influian en el médulo eldstico eran el porcentaje de agua y su
cuadrético, asi como la relacion O/S (figura 54.5).
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Figura 54.5. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el médulo elastico, G,
de las emulsiones, segun el disefio de experimentos propuesto (Factor A: fase acuosa,
Factor B: relacién O/S).

Después de comprobar que los residuos del modelo no seguian ningln patrén
(figura 54.6), se confirmd que el modelo utilizado era correcto.
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Figura 54.6. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados del mdédulo
elastico.

Se determiné la ecuacién del modelo para el médulo eldstico que explicaba un
89 % de su variabilidad total (ecuacion 54.2).

G'=-11034,5—-268,1 FW —2890/S —1,5 FW"2 Ec.54.2
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De forma similar al tamafo de gota, se puso de manifiesto que habia un valor
de porcentaje de agua a partir del cual el médulo elastico, G’, cambia de
tendencia (figura 54.7). Independientemente de la relacién O/S, al aumentar la
concentracién de agua aumenta el médulo eldstico hasta un cierto valor a
partir del cual, dicho mddulo, disminuye ligeramente. El aumento del mdédulo
eldstico se atribuyé a la estructura mas compacta de las gotas debido al
aumento del porcentaje de fase acuosa, hecho que provoca un aumento en la
elasticidad del sistema [Princen, 1986]. La ligera disminuciéon del mddulo
eldstico a porcentajes mayores de agua, se atribuyd al aumento del tamafio de
gota que, como predijeron Princen y Kiss [Princen, 1986], provoca una
disminucién en el médulo eldstico. También se observé que al aumentar la
relacion O/S, manteniendo el porcentaje de agua constante, el médulo elastico
disminuye, posiblemente por la disminucién de la concentraciéon de
tensioactivo que produce un aumento del tamafio de gota.
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Figura 54.7. Prediccidn del disefio de experimentos para el mddulo elastico de las
emulsiones del sistema agua/Span80/aceite de parafina.
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Variables de composicion y del proceso de formacion

Una vez comprobada la variacién del tamafio de gota y del mddulo elastico
respecto a las variables de composicién, se estudid simultdneamente la
influencia de las variables de composicion (relacién aceite tensioactivo, O/S, y
porcentaje de fase acuosa, FW) y del proceso de formacién (velocidad de
agitacién, w, y velocidad de adicién de la fase acuosa, v). Para establecer los
limites, y para simplificar el estudio, se formaron emulsiones en ausencia de
parabenos y propilenglicol, ya que las zonas de formacién de emulsiones
altamente concentradas son similares con o sin estos principios activos (seccion
5.2). Asi, se estudiaron las relaciones O/S 70/30, 85/15 y 90/10 y los
porcentajes de fase acuosa de 75 %, 80 % y 90 %. Se seleccionaron dos
velocidades de agitacion, 800 rpm (porque era la velocidad minima a la que se
habian formado emulsiones en estudios previos) y 1000 rpm (porque a
velocidades mayores se producian salpicaduras hacia las paredes del vaso
encamisado y no se formaban emulsiones). Asimismo, para establecer los
limites superiores de los factores a estudiar, la velocidad de adicién de fase
acuosa se fijo en 5,0 g/min., por ser la velocidad maxima segun la bomba
peristdltica utilizada. Los resultados obtenidos respecto a la formacion de
emulsiones en las condiciones experimentales mencionadas, se muestran en la
tabla 54.2.

Tabla 54.2. Formacion de emulsiones altamente concentradas en el sistema
agua/Span80/aceite de parafina con una velocidad de adicién de fase acuosa de
5,0 g/min. (O/S: relacion aceite/tensioactivo; FW: porcentaje de fase acuosa; w:
velocidad de agitacion; EAC: emulsidn altamente concentrada).

Ne O/S FW (%) w(rpm) Formacién EAC
1 70/30 75 800 Si
2 90 800 Si
3 75 1000 Si
4 90 1000 Si
5 85/15 80 800 Si
6 90 800 Si
7 80 1000 Si
8 90 1000 Si
9 90/10 75 800 No
10 90 800 No
11 75 1000 No
12 90 1000 No
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Se observé que para las relaciones O/S 70/30 y 85/15, se forman emulsiones
para todos los porcentajes de agua estudiados y para las dos velocidades de
agitacion seleccionadas (tabla 54.2: n2 1 - 8), a diferencia de la relacién O/S
90/10 para la que no se forma ninguna emulsion (tabla 54.2: n2? 9 - 12).
Asimismo, se comprobd que las relaciones O/S 70/30 y 85/15, asi como los
porcentajes de fase acuosa de 80 % y 90 %, estaban dentro de la zona de
formacién de emulsiones altamente concentradas del sistema solucidon
acuosa/Span80/aceite de parafina en presencia de parabenos y propilenglicol
que se habia determinado previamente, adicionando el componente acuoso
manualmente y con agitacién vortex. En la figura 54.8 se muestra una
ampliacion de dicha zona de formacién (figura 52.5) y la zona seleccionada
después de preparar las emulsiones con agitacion y adicion de fase acuosa
controladas mecanicamente.

Span80

0,74, 1,0

80 % FW.

1,0 =
04z } 0,0 3 .
Sol. acuosa | 026 Aceite de parafina

Figura 54.8. Ampliacion de la zona de formacion de emulsiones altamente concentradas
de la figura 52.5 (zona gris) y zona seleccionada (zona punteada) para posteriores
estudios.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para modelizar la formulacién de emulsiones altamente concentradas de tipo
W/O en el sistema A: solucién acuosa/Span80/aceite de parafina (con fase
acuosa formada por una solucidn de metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10 en una concentracion de
0,2 mg/mL para cada uno), se considerd inicialmente un disefio factorial con
dos factores a tres niveles y dos factores a dos niveles. Las variables respuesta
fueron el tamano de gota, propiedades reoldgicas y la liberacion de moléculas
activas. En la tabla 54.3 se resumen los factores a estudiar asi como los limites
y niveles de cada uno. Asimismo, y al igual que en el disefio anterior, otros
pardmetros, como el tipo de eje utilizado, su posicidn, el reactor utilizado, la
temperatura, asi como la posicion del tubo de adicion de fase acuosa, se
mantuvieron constantes.

Tabla 54.3. Descripcidn de las variables de composicidon y formacion a estudiar, sus
niveles y sus limites.

Porcentaje fase Relacion Velocidad de Velocidad de
Factor . s s
acuosa aceite/ adicion de la agitacion
tensioactivo fase acuosa

Abreviatura FW /S % w
Unidades % - g/min rpom
Niveles 3 3 2 2
Nivel bajo 80 70/30=2,33 2,5 800
Nivel alto 90 85/15=5,67 5,0 1000

El disefio seleccionado implicaba la realizacién de 36 experimentos (3*x2°=36
experimentos). Sin embargo, se considerd la utilizaciéon de un disefio factorial
fraccionado, seleccionando los experimentos de forma adecuada para que
realizando menos ensayos se pudiera establecer un modelo empirico. Por este
motivo, se partié de un disefio de experimentos factorial 2 en el que habia 4
factores a dos niveles, y se afiadieron dos factores mas convirtiéndolo en un
factorial fraccionado del tipo 2%, que implicé la realizacion de 16 experimentos
(24 = 16 experimentos). La matriz del disefio se calculé transformando la matriz
del factorial 2°2 (anexo A54.1.1) de forma que, con la semisuma de los factores
Ay B, y con la semisuma de los factores Cy D, la matriz quedase con un total de
4 factores, dos de ellos a dos niveles y los otros dos a tres niveles (tabla 54.4).
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

Tabla 54.4. Matriz del disefio de experimentos factorial fraccionario de 4 factores, dos a
tres niveles y otros dos a dos niveles, obtenido a partir de un factorial 2°% (FW:
porcentaje fase acuosa, O/S: relacion aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicién de la
fase acuosa y w: velocidad de agitacién; A, B, C, D, E y F: factores del disefio 252 ver
anexo 54.1.1; -1, 0, 1: nivel bajo, nivel intermedio y nivel alto).

Factores FW 0/s v w
Unidades % - g/min.  rpm
Niveles 3 3 2 2
Experimento | (A+B)/2 (C+D)/2 E F
1 -1 -1 -1 -1
2 0 -1 1 -1
3 0 -1 1 1
4 1 -1 -1 1
5 -1 0 1 1
6 0 0 -1 1
7 0 0 -1 -1
8 1 0 1 -1
9 -1 0 -1 1
10 0 0 1 1
11 0 0 1 -1
12 1 0 -1 -1
13 -1 1 1 -1
14 0 1 -1 -1
15 0 1 -1 1
16 1 1 1 1

Una vez obtenida la matriz del disefio de experimentos, se modifico el orden de
ejecucion de los experimentos de forma aleatoria para evitar la posible
influencia de errores sistematicos. Para analizar el disefo de experimentos, se
utilizé el programa Statgraphics y la matriz del disefio factorial completo (3% x
2%) con el objetivo de poder evaluar los posibles efectos cuadraticos. Asimismo,
siempre se tuvieron en cuenta los factores principales aunque no fuesen
significativos ya que se pretendia hacer un estudio comparativo.
Paralelamente, y con el programa STATA se analizaron los resultados,
utilizando el test de verosimilitudes (“Likelihood-ratio test”), llegando a las
mismas conclusiones. En los siguientes apartados se discuten los resultados
mas relevantes obtenidos para cada variable respuesta asi como, el proceso de
optimizaciéon en la formulaciéon de emulsiones altamente concentradas del tipo
W/O en el sistema modelo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.2. Tamaio de gota

El tamaino de gota se caracterizo mediante las variables respuesta de diametro
de gota (d) e indice de polidispersidad (PDI), cuyos resultados se muestran en la
tabla 54.5 (en el anexo A54.2.1, se muestran las distribuciones de tamano a
partir de las cuales se han obtenido estos datos). Aunque los resultados no
seguian una distribucién normal, se decidio realizar el analisis con las variables
sin normalizar aplicando el teorema del limite central, ya que se comprobd que
con la variable normalizada y sin normalizar se obtenian modelos similares.

Tabla 54.5. Resultados obtenidos para el tamafio de gota en los experimentos
realizados del disefio factorial fraccionado 2°? (Exp.: nimero de experimento, FW:
porcentaje fase acuosa; O/S: relacion aceite/tensioactivo; v: velocidad de adicidn de la
fase acuosa; w: velocidad de agitacion; d: didmetro de gota; PDI: indice de
polidispersidad).

Exp. FW (%) O/S“) v (g/min)  w(rpm) d (um) PDI
1 85 5,67 2,5 800 0,65 2,01
2 90 5,67 5,0 1000 1,04 2,2
3 85 5,67 2,5 1000 0,89 1,81
4 80 2,33 2,5 800 0,84 1,41
5 80 4,0 2,5 1000 0,72 1,70
6 90 4,0 5,0 800 0,92 1,61
7 90 4,0 2,5 800 1,05 1,59
8 85 4,0 2,5 800 0,96 1,64
9 80 4,0 5,0 1000 0,88 1,65
10 80 5,67 5,0 800 1,12 2,00
11 90 2,33 2,5 1000 0,66 1,48
12 85 4,0 5,0 800 1,03 1,66
13 85 4,0 2,5 1000 0,73 1,80
14 85 2,33 5,0 1000 0,75 1,47
15 85 4,0 5,0 1000 0,95 1,58
16 85 2,33 5,0 800 0,95 2,49

(1) 2,33 =70/30; 4,0 = 80/20; 5,67 = 85/15.
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

Se realizé un andlisis de la influencia de efectos principales para el didmetro de
gota (d) aplicando el test estadistico ANOVA vy, con la ayuda de los diagramas
de Pareto, se observd que, con un 95 % de confianza, los factores principales
que influyen en el tamafio de gota son la velocidad de adicion de fase acuosa, v
(C), la interaccion de la relacidon O/S (B) con la velocidad de agitacion, w (D), y la
velocidad de agitacion (figura 54.9).

Gréfico de Pareto estandarizado para d

Efectos estandarizados

Figura 54.9. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el diametro de gota, d,
segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

En la figura 54.10, se muestran los residuos en funciéon de los valores
pronosticados por el modelo.
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Figura 54.10. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados del didmetro de
gota.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez comprobado que los residuos del modelo no seguian ningln patrén
que indicase la correlacion entre factores (figura 54.10), se determind la
ecuacién del modelo para el didametro de gota que describia un 82 % de su
variabilidad total (ecuacién 54.3).

d=-17+96x10"2FW + 1,0 0S — 4,4x107 v — 6,2x103 w —
—2,3x1072 FW 0S + 2,5x1072 0S v + 9,9x10~* 0S w +
+44x10%vw

R2: 81,8

Ec.54.3

El modelo predice (figura 54.11) un aumento del tamafio de gota al aumentar
el porcentaje de fase acuosa comportamiento ya descrito en la secciéon anterior
en los resultados del disefio de experimentos central compuesto. Asimismo, se
produce un aumento del tamafio al aumentar la relacién O/S hecho atribuible a
la disminucidn de la concentracion de tensioactivo. También se observa un
aumento de tamafio al aumentar la velocidad de adicidn, posiblemente porque
al aumentar mds rdpidamente la cantidad de soluciéon acuosa por unidad de
tiempo, la formacién de gotas pequefias no es tan favorable. Sin embargo, se
produce una disminucién del tamafio de gota al aumentar la velocidad de
agitacion (figura 54.11), ya que al aumentar la velocidad, aumenta la cizalla
aplicada al sistema favoreciendo la formaciéon de gotas pequenas.

Al analizar el efecto de la interaccion significativa, correspondiente a la relacién
0/S con la velocidad de agitacién (figura 54.12), se observa que la influencia de
la agitacion en el tamafio de gota es mayor a relaciones O/S pequefias, es decir
cuando la concentracidon de tensioactivo no es el factor limitante para la
formacidn de dichas gotas.
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Grafico de efectos principales
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Figura 54.11. Efectos principales para el didmetro de gota (FW: porcentaje de fase

acuosa, OS: relacidn aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicion de fase acuosa y w:
velocidad de agitacion).
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Figura 54.12. Interaccion de la relacién O/S con la velocidad de agitacion, w (interaccién
BD en el grafico de Pareto de la figura 54.9).

Se analizaron, asimismo, los resultados referentes al indice de polidispersidad
(PDI) de las distribuciones de tamano de gota y el diagrama de Pareto se
muestra en la figura 54.13.
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Grafico de Pareto estandarizado para PDI
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Figura 54.13. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el indice de
polidispersidad, PDI, segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

No se encontraron influencias significativas de ningun factor estudiado por lo
que su efecto puede asimilarse al del error experimental, pudiendo considerar
que el indice de polidispersidad no varia entre las distintas emulsiones
preparadas dentro de los limites seleccionados del sistema solucién
acuosa/Span80/aceite de parafina.

5.4.3. Propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas se caracterizaron mediante:

- ensayos oscilatorios, determinando la deformacién critica o “critical
strain” (y.), el “melting strain” (y.,), el médulo eldstico a 1 Hz de
frecuencia (G'1y,), asi como la energia de cohesion (E.); v,

- ensayos de flujo, determinando el umbral de fluencia (o).

En los anexos A54.3.1, A54.3.2 y A54.3.3, se encuentran los reogramas de los
barridos de deformacion, de frecuencia y los ensayos de flujo, a partir de los
cuales se han obtenido los resultados que se muestran en la tabla 54.6.
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

Tabla 54.6. Composicidon y propiedades reoldgicas de las emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O estudiadas en los experimentos del disefio factorial
fraccionado 2%* (Exp.: nimero de experimento; FW: porcentaje fase acuosa; O/S:
relaciéon aceite/tensioactivo; v: velocidad de adiciéon de fase acuosa; w: velocidad de
agitacion; y.: deformacidn critica; y,,: “melting strain”; G'y;,: mddulo elastico a 1 Hz; Ec:
energia de cohesion; o,: umbral de fluencia).

Exp. FW o/s™ v w Ye ¥m G142 Ec o,

(%) (g/min) (rpm) (x10%)  (x10")  (Pa)  (x107) (Pa)
(/m’)

1 85 567 25 800 2,72 3,13 3283 12,9 104
2 90 567 50 1000 2,00 356 3759 9,05 7,85
3 85 567 2,5 1000 2,43 3,11 3468 11,2 133
4 80 233 25 800 1,08 3,07 383 2,40 9,21
5 80 4,0 25 1000 2,62 2,69 3373 12,9 10,7
6 90 4,0 50 800 1,66 3,70 4043 623 546
7 90 4,0 25 800 1,65 351 4868 7,42 7,93
8 85 4,0 25 800 1,86 329 4081 7,80 16,0
9 80 4,0 50 1000 2,24 2,79  327,7 89 116
10 8 567 50 800 2,42 251 2138 695 9,70
11 9 233 25 1000 2,16 4,14 4944 12,3 2322
12 85 4,0 50 800 2,82 333 3814 159 19,5
13 85 4,0 2,5 1000 2,24 3,28 4380 12,4 205
14 8 233 50 1000 2,82 3,82 5202 21,9 19,5
15 85 4,0 50 1000 2,24 336 3878 106 17,1
16 8 233 50 800 3,16 3,78  466,7 248 193

(1) 2,33 =70/30; 4,0 = 80/20; 5,67 = 85/15.

Deformacion critica (y.)

La deformacidn critica o “critical strain”, valor de deformacién a partir del cual
la muestra empieza a perder su estructura inicial, se determind mediante
ensayos oscilatorios de deformacién. Al analizar mediante el test estadistico
ANOVA los resultados de deformacidn critica, con la ayuda de los diagramas de
Pareto, se determind con un 95 % de confianza, que el factor principal que
influye en la deformacion critica es la interaccién entre la relacién O/S y la
velocidad de adicidon (figura 54.14). Ademds de esta interaccidn, se
consideraron los factores principales asi como las interacciones indicadas en el
diagrama de Pareto ya que mediante el test de verosimilitudes (“Likelihood-
ratio test”) se comprobd que si se descartaban dichas interacciones, el modelo
ajustado variaba significativamente.
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Grafico de Pareto estandarizado para la def. critica
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Figura 54.14. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en la deformacion critica
segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

Después de comprobar que los residuos del modelo no seguian ningin patrén

(figura 54.15), se describid la ecuacién del modelo (ecuacidn 54.4) que explica
un 76 % de la variabilidad total de la deformacidn critica.
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Figura 54.15. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados de la

deformacion critica.

yc =2,14x10"1 = 3,90x1073 FW + 1,96x1072 0S + 2,46x107% v —

—2,41x107*w + 4,09x10"°  FW w — 2,57x1073 0S v —

—1,08x10750Sw — 1,45x10 > v w

R2:76,2
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

Mediante el gréfico de efectos principales (figura 54.16), se puso de manifiesto
gue la deformacion critica aumenta con la relaciéon O/S, con la velocidad de
adicién y la velocidad de agitacién, y, por el contrario, disminuye al aumentar el
porcentaje de fase acuosa. Al aumentar la concentracion de fase acuosa, como
se ha mencionado anteriormente, inicialmente el tamafio de gota disminuye
hasta llegar a una concentracion de fase acuosa a partir de la cual, el tamafio
de gota aumenta (figura 54.4). La disminucion de la deformacion critica debida
al aumento de fase acuosa, se podria atribuir a que predomina el efecto del
aumento de tamano. Es decir, al aumentar la fase acuosa aumenta el tamano
de gota y disminuye la fase continua, la estructura es mds fragil y por lo tanto,
menos elastica. Sin embargo, el factor mds influyente en este modelo es la
interaccion de la relacion O/S con la velocidad de adicion de fase acuosa (figura
54.17). Se observé que a velocidades de adicion bajas la relacién O/S favorece
la deformacion critica mientras que a velocidades de adicidn altas, la relacion
0/S produce el efecto contrario.
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Figura 54.16. Efectos principales para la deformacion critica (FW: porcentaje de fase

acuosa, O/S: relacidn aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicidon de fase acuosa, w:
velocidad de agitacion).
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Figura 54.17. Interaccidn de la relacién O/S con la velocidad de adicidn, v (interaccidn
BC en el grafico de Pareto de la figura 54.14).
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“Melting strain” (MS o y,,)

El “melting strain” se determind mediante ensayos oscilatorios de
deformacidn, y es un valor de deformacién que esta situado fuera de la zona de
viscoelasticidad lineal, por lo que es dificil la aplicacién de modelos
matematicos y su interpretacion. Sin embargo, algunos autores consideran que
en dicho valor de deformacién, la muestra ha perdido totalmente su estructura
[Saiki, 2008; Tadros, 2010, 2013]. Por ello, se considerd este valor como una
referencia orientativa de la deformacidn a partir de la cual la emulsidon habia
perdido su estructura inicial. Al aplicar el test estadistico ANOVA vy los
diagramas de Pareto a los resultados de “melting strain”, se observd, con un
95 % de confianza, que los factores principales que influyen en su variabilidad
son el porcentaje de fase acuosa, la relacién O/S, la interaccién de la fase
acuosa con la velocidad de agitacion, la interaccion de O/S con la velocidad de
adicion, la velocidad de adicién y la de agitacion (figura 54.18).
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Figura 54.18. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el “melting strain”

(MS) segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

Se comprobd que los residuos no presentasen ningun patron (figura 54.19) y se
describid la ecuacién que explicaba un 99 % de la variabilidad total del “melting
strain” (ecuacion 54.5).
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Grafico de residuos para el MS
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Figura 54.19. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados del “melting
strain” (MS).
Ym = 1,67 — 1,65x1072FW + 6,89x10730S + 3,05x1072 v —
—2,44x1073 w + 2,90x1075 FW w — 6,83x1073 0S v Ec. 54.5

R2: 99,4

El “melting strain” aumenta con el porcentaje de fase acuosa de manera mas
intensa cuanto mayor es la velocidad de agitacion (figuras 54.20 y 54.21), y por
el contrario, disminuye al aumentar la relacion O/S, también de manera mas
intensa al aumentar la velocidad de adicidon de la fase acuosa. El aumento en la
compactacioén de las gotas al aumentar la fase acuosa, provocaria un aumento
en las propiedades eldsticas, y haria que la estructura de las emulsiones se
recupere mejor después de aplicar una deformacion provocando un aumento
del “melting strain”. Por el contrario, el aumento de la relaciéon O/S provoca
una disminucion del “melting strain”, posiblemente por la disminucién en la
concentracién de tensioactivo que produciria una menor estabilizacién de la
interfase. En general, el aumento de la velocidad de adicidn de fase acuosa y la

de agitacién también producen un aumento en el “melting strain”, aunque de
los cuatro efectos principales, son los que menos influencia presentan en el

modelo.
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Grafico de efectos principales
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Figura 54.20. Efectos principales para el “melting strain”, MS (FW: porcentaje de fase
acuosa, O/S: relacidn aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicidon de fase acuosa, w:

velocidad de agitacion).
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Figura 54.21. Interacciones de la fase acuosa con la velocidad de agitacién, w, y de la
relacién O/S con la velocidad de adicidn, v, (interacciones AD y BC, respectivamente, en
el grafico de Pareto de la figura 54.18).

Modulo elastico (G’)

El médulo eldstico se determind a partir de ensayos oscilatorios de frecuencia.
Se realizé un andlisis de la influencia de efectos principales para los resultados
del médulo elastico aplicando el test estadistico ANOVA vy, con la ayuda de los
diagramas de Pareto, se observé que, con un 95 % de confianza, los factores
principales que influyen en su variacidn son la relacion O/S, el porcentaje de
fase acuosa y la interaccion entre O/S y la velocidad de adicién (figura 54.22).
Sin embargo, también se tuvieron en cuenta otros factores que estaban cerca
del limite de significacidn en los test estadisticos como la interaccidn de la fase
acuosa vy la relacién O/S, asi como con la velocidad de adicion, la velocidad de
agitacién y la interaccidn de la fase acuosa con la velocidad de adicién.
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Figura 54.22. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el mddulo elastico, G’,
segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

Después de comprobar el modelo mediante la representacién de los residuos
(figura 54.23), se describi6 la ecuacidn del modelo que explicaba un 96 % de la
variacion del médulo elastico (ecuacién 54.6).
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Figura 54.23. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados del médulo
elastico, G'.

G' =-319,5+ 7,9FW —330,6 0S + 2858 v + 9,4x107% w +
+39FWO0S—-29FWv—-1140Sv Ec. 54.6
R2: 95,9
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En las figuras 54.24 y 54.25, se muestran efectos principales y sus
interacciones, respectivamente.

El aumento del médulo elastico con la fase acuosa (figura 54.24) se atribuyo a
la distribucion mas compacta de las gotas al aumentar la fase acuosa,
provocando un aumento en las propiedades eldsticas de la emulsion. También
se observé que un aumento en la velocidad de agitacién provoca un aumento
en el mdédulo eldstico (figura 54.24), posiblemente debido a la disminucién del
tamafio de gota. Sin embargo, el aumento en la relacién O/S produce una
disminucién en el mdédulo eldstico, que se atribuyd a la disminucién en la
concentracidon de tensioactivo presente en la interfase. Asimismo, el médulo
eldstico disminuye con la velocidad de adicién de fase acuosa, como se ha
comentado anteriormente, se podria atribuir a la mayor dificultad para que se
formen gotas pequenas cuando la cantidad de solucién acuosa por unidad de
tiempo aumenta, por lo que aumenta el tamafio de gota.

Asimismo, se puso de manifiesto que para relaciones O/S bajas se obtienen
modulos elasticos elevados, si bien la variacion atribuible al incremento de la
fase acuosa es moderado (figura 54.25). Por el contrario, relaciones O/S
elevadas conducen a mddulos elasticos menores, aunque estan mucho mas
afectados por el incremento de la fase acuosa. La velocidad de adicion favorece
la disminucion del médulo eldstico producida por el aumento de la relaciéon
0/S, mientras que disminuye el efecto positivo del incremento de la fase
acuosa en la variaciéon del médulo.

Gréfico de efectos principales
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Figura 54.24. Efectos principales para el médulo elastico, G’ (FW: porcentaje de fase

acuosa, O/S: relacion aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicion de fase acuosa, w:
velocidad de agitacion).
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Gréfico de interacciones
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Figura 54.25. Interacciones fase acuosa con relacion O/S, fase acuosa con velocidad de
adicion y relacién O/S con velocidad de adicidn (interacciones AB, AC y BC,
respectivamente, en el grafico de Pareto de la figura 54.22).

Energia de cohesion (Ec)

Se ha descrito que la estabilidad de emulsiones altamente concentradas se
puede evaluar mediante la energia de cohesién: cuanto mayor es la energia de
cohesion entre las gotas de la emulsiéon, mayor estabilidad [Ramsay, 1986;
Sohm, 1989; Tadros, 1990]. Por ello, se calculd la energia de cohesidn para las
emulsiones preparadas en el disefio de experimentos factorial y se realizé un
analisis de la influencia de los factores principales aplicando el test estadistico
ANOVA. Con la ayuda del diagrama de Pareto, se observé que, con un 95 % de
confianza, el factor principal que influye en la energia de cohesién es la
interaccion entre la relacién O/Sy la velocidad de adicién de fase acuosa (figura
54.26).

Gréfico de Pareto estandarizado para Ec
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Figura 54.26. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en la energia de
cohesion, Ec, segun el diseiio de experimentos factorial fraccionado.
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Se comprobé que los residuos del modelo no siguieran ningun patrén que
indicase la correlacién entre factores (figura 54.27) y se determind la ecuacion
del modelo para el didmetro de gota que describia un 79 % de su variabilidad
total (ecuacién 54.7).

Gréfico de residuos para Ec
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Figura 54.27. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados de la energia de
cohesién.

Ec=3,04 —4,48x1072 FW + 9,69x1072 0S + 2,30x10" 1 v —
—3,82x1073 w + 5,08x10"5 FW w — 3,01x1072 0S v —
—1,08x10"*vw

R2: 78,5

Ec. 54.7

El modelo predice la variacién de la energia de cohesidn al variar el porcentaje
de fase acuosa, su velocidad de adicidn, la velocidad de agitacion y la relacion
0/S (figuras 54.28 y 54.29). El ligero aumento de la energia de cohesién debido
al aumento de fase acuosa, podria atribuirse al aumento en la compactacién de
las gotas. La variacién de la energia de cohesién con la relacién O/S (figura
54.29) depende de la velocidad de adicién. A velocidades bajas el aumento de
0O/S mejora la energia de cohesion, mientras que a velocidades elevadas el
incremento de O/S provoca la disminucién de la energia de cohesion que
podria justificarse por la disminucion de la concentraciéon de tensioactivo. El
efecto provocado por la velocidad de adicion, podria explicarse por el aumento
de la viscosidad que se produciria al aumentar la concentracion de fase acuosa
por unidad de tiempo. Por ello, se produciria un aumento en el valor de la
energia a aplicar para deformar la estructura de la emulsién, indicacién de que
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

la energia de cohesién seria mas elevada. El aumento en la velocidad de
agitacion, provoca la disminucién del tamafio de gota de la emulsién vy, en
consecuencia, una compactacion de las gotas, lo que podria provocar que
aumente la energia de cohesion.

Grafico de efectos principales
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Figura 54.28. Efectos principales para la energia de cohesion (Ec: energia de cohesion,

FW: porcentaje de fase acuosa, O/S: relacion aceite/tensioactivo, v: velocidad de
adicion de fase acuosa, w: velocidad de agitacidn).
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Figura 54.29. Interaccion relacion O/S con velocidad de adiciéon (interaccion BC en el
grafico de Pareto de la figura 54.26).
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Umbral de fluencia (o)

El umbral de fluencia se determiné mediante ensayos de flujo. Los principales
factores que influyen en el modelo que describe la variacién del umbral de
fluencia son el factor O/S, el cuadrético de la fase acuosa, la interaccion de la
fase acuosa con la velocidad de adicidn, la velocidad de agitacidn, la interaccidn
de la velocidad de adicion y la de agitacion (figura 54.30).

Grafico de Pareto estandarizado para el umbral de fluencia
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Figura 54.30. Diagrama de Pareto para los factores influyentes en el umbral de fluencia
segun el disefio de experimentos factorial fraccionado.

Después de comprobar que los residuos no siguiesen ningln patron (figura
54.31) se describié la ecuacidon del modelo obtenido para el umbral de fluencia,
la cual explicaba un 96 % de su variabilidad total (ecuacion 54.8).

Grafico de residuos para el umbral de fluencia
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Figura 54.31. Residuos del modelo respecto a los valores pronosticados del umbral de
fluencia.
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gy = —26348+612FW —7008 +374v —2,0x102w —
—36x10"'FW FW —3,8x10° ' FW v+ 9,1x10* FW w +
+130Sv—-11x10"%2vw

R2: 95,7

Ec.54.8

El modelo indica que se produce un maximo en el umbral de fluencia para
valores intermedios del porcentaje de fase acuosa, y que al alejarse de dichos
valores se produce una disminucién (figuras 54.32 y 54.33). Este hecho se
podria relacionar con el empaquetamiento compacto de las gotas de agua a
medida que aumenta la concentracion de fase acuosa. Ademas, el valor critico
de fase acuosa que predice este modelo, podria estar relacionado con los
resultados obtenidos en el primer disefio de experimentos, en el que el tamafio
de gota disminuia al aumentar la fase acuosa hasta llegar a un valor critico a
partir del cual aumentaba (figura 54.4). Por otro lado, se observé que al
aumentar la relacion O/S disminuye el umbral de fluencia (figura 54.32), si bien
este efecto disminuye con la velocidad de adicién (figura 54.33), todo ello
posiblemente como consecuencia de la disminucién del tensioactivo en la
interfase y el aumento de la tensién interfacial entre componente acuoso y
oleoso. Asimismo, se puso de manifiesto que la velocidad de adicidn de fase
acuosa puede hacer aumentar o disminuir el umbral de fluencia segun si la
velocidad de agitacion es pequeiia o elevada (figura 54.33). Por el contrario, al
aumentar la velocidad de agitacién se produce un aumento del umbral fluencia
(figura 54.32) posiblemente por la formacion de gotas pequefias y su
distribucion de forma compacta. Asimismo, en la interaccién de la velocidad de
adicion con la de agitacion (figura 54.33), se pone de manifiesto que la
influencia que ejerce la velocidad de agitacién en el umbral de fluencia de las
emulsiones, es mas pronunciado para velocidades de adicién cercanas a
2,5 g/min.
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Grafico de efectos principales
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Figura 54.32. Efectos principales para el umbral de fluencia (FW: porcentaje de fase
acuosa, O/S: relacion aceite/tensioactivo, v: velocidad de adicion de fase acuosa, w:
velocidad de agitacion).
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Figura 54.33. Interacciones del porcentaje de fase acuosa (FW) con la velocidad de
adicion (v), porcentaje de fase acuosa con la velocidad de agitacion (w), relacion O/S
con la velocidad de adicidon y velocidad de adicién con la velocidad de agitacién
(interacciones AC, AD, BCy CD en el gréfico de Pareto de la figura 54.30).
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5.4.4. Liberacidon de moléculas a soluciones receptoras

Se estudid la liberacion simultanea de los tres parabenos desde emulsiones
altamente concentradas a una solucién receptora haciendo un seguimiento del
porcentaje liberado mediante HPLC. El estudio de liberacién se realizd
utilizando una solucion de metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) vy
propilparabeno (PrP), en agua/propilenglicol 90/10 en una concentracion de
0,2 mg/mL para cada uno, como componente acuoso de las emulsiones
altamente concentradas del sistema modelo. Las curvas de liberacion se
muestran en el anexo A54.4.1 y en la tabla 54.7, se muestran las
concentraciones, de cada parabeno, liberadas al cabo de 4, 8, 24 y 30 horas (las
condiciones de cada experimento del disefio, son las mismas que las descritas
en las tablas 54.5 y 54.6). A continuacion, se analizan los modelos de liberacion
obtenidos para cada principio activo.

Tabla 54.7. Resultados de liberacidon de moléculas activas desde emulsiones altamente
concentradas de los experimentos realizados del disefio factorial fraccionado 2% (Exp.:
numero de experimento, MeP: metilparabeno; EtP: etilparabeno; PrP: propilparabeno).

Concentraciones liberadas (%)

Exp. 4h 8h 24h 30h

(1) | MeP EtP Prp MeP EtP PrP MeP EtP PrP MeP EtP PrP
1501 355 174|709 551 324|925 797 581|949 830 63,0
2 |1539 396 213|737 600 386|901 803 636|921 834 693
3535 387 202|743 589 361|936 822 633|937 832 658
4 | 335 209 8,4 52,6 368 17,7 | 80,1 650 38,1 | 84,2 70,2 429
51449 306 146 | 644 47,8 264 | 889 73,7 48,6 | 92,2 77,7 534
6 | 431 368 196 | 663 551 340 | 8, 786 606 | 888 832 653
7 | 46,1 340 16,5 | 66,2 541 313 | 8,6 800 594 | 906 84,4 652
8 | 460 329 151 | 64,7 51,2 276 | 844 753 509 (870 786 553
9 | 40,5 27,2 129 | 58,7 43,3 24,1 | 831 69,6 47,7 | 87,2 746 53,7
10| 39,0 26,3 12,1 | 579 436 240 | 813 69,7 491 | 81,7 71,2 521
111319 219 104 | 482 362 19,7 | 69,7 59,0 39,7 | 73,1 62,8 43,7
12 | 47,2 33,4 173 | 656 498 298 | 853 722 528|881 753 569
13| 42,4 31,1 152 | 60,8 483 273 | 836 746 522|857 775 56
14| 34,7 22,6 106 | 529 37,7 201 | 789 64,0 41,6 | 82,3 68,4 464
15| 440 316 148 | 620 501 284 (826 762 540 | 868 801 57,7
16 | 36,4 24,2 106 | 52,5 38,7 199 | 764 651 42,0 | 80,7 70,2 46,6

(1) Las condiciones de cada experimento son las mismas que las de las tablas 54.5 y 54.6.
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Metilparabeno

Al analizar la influencia de los factores de composicidon y formacion en la
liberacion del metilparabeno, se observd que la relacion 0O/S influye
significativamente durante todo el proceso de liberaciéon junto con la
interaccion de la fase acuosa con la velocidad de agitacion (figura 54.34).
Asimismo, la fase acuosa influye durante las primeras 8 horas, la interaccién de
la fase acuosa con la relacién O/S a partir de 8 horas, y la velocidad de adicién a
partir de las 24 horas (en el anexo A54.4.2, se muestra una tabla con los valores
de significacion).

Gréfico de Pareto estandarizado para MeP_4h Gréfico de Pareto estandarizado para MeP_8h
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Figura 54.34. Diagramas de Pareto para los factores influyentes en la liberacién de
metilparabeno (MeP) a 4, 8, 24 y 30 horas, segun el disefio de experimentos factorial
fraccionado.

Puesto que los residuos de los modelos no seguian ningun patrén (figura 54.35)
se describieron las ecuaciones por las que se regian (ecuaciones 54.9 — 54.12).
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Figura 54.35. Residuos de los modelos respecto a los valores pronosticados para la
liberacién de metilparabeno (MeP) a 4, 8, 24 y 30 horas.

MeP,, = —881,3 + 18,1FW — 4,6 0S — 27,6 v + 4,1x10" ' w —
—8,2x1072 FW FW + 3,2x107*FW v — 5,3x107 3 FW w +

+1,0x1072 0S w Ec.54.9
R2: 96,4
MePy, = — 1011,8 + 21,3FW — 32,5 0S — 21,5 v + 5,4x10™ w —
~ 1,010 FW FW + 43x107'FW 05 +23x107 FW v — __ o
— 6,4x10*FW w + 3,0x10~1 0S v - 54.
R2: 96,8
MeP,,, = —66,4 + 1,5FW — 29,1 05 — 15,7 v + 3,8x10~ w +
+ 420107 FW 05 + 212107 FW v — 44x 10 FW w—
— 6,8x1071 0S v - 54.
R2: 97,6
MeP;q, = —153,4 + 2,6FW —49,70S + 1,4v + 49x10"t w +
+6,4x10~1FW 0S — 5,8x10FW w — 53x10"1 0S v Ec.54.12

R2: 96,3

En la figura 54.36, se muestran los graficos de efectos principales asi como las
interacciones para la liberacidon de metilparabeno en funcién del tiempo. Los
efectos principales influyen de igual forma en la liberacién del metilparabeno
durante 30 horas, a excepcion del porcentaje de fase acuosa, que a 4 y 8 horas
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aumenta la liberacién hasta alcanzar un maximo a partir del cual, se observa
una ligera disminucién, y a 24 y 30 horas practicamente no influye (figura
54.36). El aumento inicial de la liberacidn al aumentar el porcentaje de fase
acuosa, seria atribuible al aumento de moléculas de parabeno presentes en la
emulsién, ya que favoreceria la difusién desde la emulsion hasta la solucion
receptora. Sin embargo, tanto a 24 como a 30 horas, el porcentaje de fase
acuosa practicamente no modifica la liberacion del metilparabeno
posiblemente porque se esté mas cerca de alcanzar el valor de liberacién
maxima o “plateau” (graficos de liberacién en anexo A54.4.1).

También se observd un aumento en la liberacion del metilparabeno al
aumentar la relacion O/S, siendo éste el efecto mas significativo durante todo
el proceso de liberacion. Este hecho se podria justificar porque al aumentar la
relacion O/S disminuye la concentracion de tensioactivo, por lo que el film
interfacial seria menos rigido, lo que facilitaria el proceso de difusién de la
molécula de parabeno desde el interior de la gota a la fase continua de la
emulsion.

Asimismo, se puso de manifiesto que la liberacidon disminuia ligeramente al
aumentar la velocidad de adicidn de fase acuosa. Al aumentar la velocidad de
adicion de fase acuosa, como se ha mencionado anteriormente, aumenta el
tamafio de gota y en consecuencia disminuye la rigidez del film interfacial. Por
ello, se esperaria que la liberacién aumentase y sin embargo se observa una
ligera disminucién. Posiblemente, se podria atribuir a que, como ya aparece
descrito en la literatura [Rocca, 1998], las gotas grandes podrian actuar como
un “almacén” de moléculas activas disminuyendo asi su liberacién.

Al aumentar la velocidad de agitacion, se ha visto previamente, que se producia
una disminucidon en el tamafio de gota implicando un aumento en la
compactacion de la estructura de la emulsién. Este hecho, podria provocar que
la interfase fuese mas rigida y que la difusidon de la molécula a través de dicha
interfase fuese mas lenta, explicando asi la ligera disminucién en su liberacién.

Las interacciones de la fase acuosa con la velocidad de agitacién (FW-w), junto
con la interaccion fase acuosa con la relacion O/S (FW-0S), son las
interacciones mas influyentes durante todo el proceso (figura 54.36). Durante
el proceso de liberacién, a valores bajos de velocidad de agitacién, la liberacion
del metilparabeno esta favorecida al aumentar la fase acuosa, excepto a las 8
horas que se observa el efecto contrario. Asimismo, para valores altos de O/S,
la liberacién de metilparabeno esta favorecida al aumentar la fase acuosa.
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Figura 54.36. Efectos principales e interacciones para el metilparabeno (MeP) liberado a
4, 8,24 y 30 horas (FW: porcentaje de fase acuosa, O/S: relacion aceite/tensioactivo, v:
velocidad de adicidn de fase acuosa, w: velocidad de agitacion).
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Etilparabeno

Al igual que para el metilparabeno, se analizé la influencia de los factores
principales en la liberacién del etilparabeno a 4, 8, 24 y 30 horas, observando
que la relacién O/S y el porcentaje de fase acuosa son los factores principales
que influyen significativamente durante todo el proceso de liberacion (figura
54.37). Asimismo, la interaccién de la fase acuosa con la velocidad de agitacién
influye de forma significativa durante las 30 horas (en el anexo A54.4.3, se
muestra una tabla con los valores de significacién).
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Figura 54.37. Diagramas de Pareto para los factores influyentes en la liberacién de
etilparabeno (EtP) a 4, 8, 24 y 30 horas, segun el disefio de experimentos factorial
fraccionado.

Se confirmé que los modelos eran adecuados para explicar la liberacién del
etilparabeno, ya que los residuos de dichos modelos no seguian ningun patrén
(figura 54.38), y se describieron las ecuaciones (ecuaciones 54.13 — 54.16).
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Figura 54.38. Residuos de los modelos respecto a los valores pronosticados para la
liberacién de etilparabeno a 4, 8, 24 y 30 horas.

EtPy, = — 6235+ 13,1 FW + 2,505 —22,8v + 2,2x10" ' w —

—6,3x1072 FW FW + 2,7x107'FW v — 3,0x1073FW w —
—7,2x10710S 0S + 7,8x1073 O0S w

R2: 98,9

EtPg, = — 6657 + 14,0 FW + 2,1 0S — 26,7 v + 2,7x10"* w —

—8,1x10710S 0S + 1,1x1072 0S w

R?: 98,6

EtPy,, = —727,7 + 15,6 FW + 1,7x10"1 0S — 28,3 v +

+75x10 3 vw
R2:97,5

EtPyy, = — 621,2 + 12,6 FW — 1,3 0S — 34,6 v + 4,5x10~1 w —

Ec. 54.13
—6,5x1072 FW FW + 3,1x107'FW v — 3,7x10 3 FW w — Ec.54.14
+3,6x107'w — 6,7x1072 FW FW + 2,5x107*FW v —
—52x103FW w — 6,5x10"1 0S5 0S + 1,1x1072 0S w + Ec. 54.15
— 4,4x1072 FW FW + 2,9x107'FW v — 6,4x10 3 FW w — Ec.54.16

—6,0x10710S 0S + 1,1x1072 0S w + 1,1x10 2 v w

R2: 97,6

En la figura 54.39, se muestran los graficos de efectos principales asi como las

interacciones para la liberacién de etilparabeno en funcién del tiempo.
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Figura 54.39. Efectos principales e interacciones para el etilparabeno (EtP) liberado a 4,
8, 24 y 30 horas (FW: porcentaje de fase acuosa, O/S: relacién aceite/tensioactivo, v:
velocidad de adicidn de fase acuosa, w: velocidad de agitacion).
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

En la figura 54.39, se observa que la liberacion del etilparabeno aumenta con la
fase acuosa y la relacién O/S, y disminuye con la velocidad de adicién de fase
acuosa y la velocidad de agitacion. El comportamiento es similar al del
metilparabeno (figura 54.36), excepto que con el etilparabeno no hay
diferencias en los efectos de los factores principales durante toda la liberacion.
Este hecho podria ser debido a que la curva de liberacién de etilparabeno no
alcanza la concentracion de equilibrio o “plateau” durante las 30 horas de
estudio (graficos de liberacidon en el anexo A54.4.1).

Asimismo, la interaccién de la fase acuosa con la velocidad de agitacién (FW-
w), es la interaccion que influye significativamente durante las 30 horas. Dicha
interaccion indica que a valores de velocidad de agitacién pequefios, el
aumento del porcentaje de fase acuosa favorece la liberacién de etilparabeno

Propilparabeno

Al igual que para el metilparabeno y el etilparabeno, se analizé la influencia de
los factores principales en la liberacion del propilparabeno a 4, 8, 24 y 30 horas,
observando que, de forma similar, la relacién O/S y el porcentaje de fase
acuosa, influyen significativamente durante todo el proceso de liberacion
(figura 54.40). Ademas, la interaccion del porcentaje de fase acuosa con la
velocidad de agitacién, influye significativamente a partir de las 8 horas de la
liberacion (en el anexo A54.4.4, se muestra una tabla con los valores de
significacion).
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Figura 54.40. Diagramas de Pareto para los factores influyentes en la liberacién de
propilparabeno a 4, 8, 24 y 30 horas, segin el disefio de experimentos factorial
fraccionado.

Del mismo modo que para los otros dos parabenos, se comprobé que los

residuos de los cuatro modelos no seguian ningln patron (figura 54.41) y se

describieron las ecuaciones de los modelos (ecuaciones 54.17 — 54.20).
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Figura 54.41. Residuos de los modelos respecto a los valores pronosticados para la
liberacidn de propilparabeno a 4, 8, 24 y 30 horas.
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PrP,, = —3033+56FW —2200S+62v+19x10"tw —
—2,7x1072 FW FW + 3,2x107*FW 0S — 2,0x103FW w —

—3,2x107105 0S — 6,8x10 3 v w Ec. 54.17

R2: 97,2

PrPg, = —170,6 + 2,3 FW + 7,6x1071 0S — 21,6 v+ 2,1x10"* w +
+2,5x107 FW v — 2,8x1073FW w — 4,1x10710S 0S +

+7,3x1073 0S w Ec.54.18

R2: 98,0

PrP,,, = — 444,6 + 59 FW — 20,6 0S + 5,4x107%v + 5,1x107'w +
+2,2x107'FW 0S — 6,5x103FW w + 8,4x10730S w Ec. 54.19
R2:97,3

PrPsg, = —394,8 + 52 FW — 29,8 0S + 1,3x10"1v + 5,2x10 " 'w +
+ 4,0x10"1FW 0S — 6,4x1073FW w — 3,7x10710S 0S +

+4,5x1073 0Sw Ec. 54.20

R2:99,2

En la figura 54.42, se muestra la influencia de los factores principales y de las
interacciones, en la liberacién del propilparabeno. Al igual que con el
etilparabeno (figura 54.39), se observa que la liberacién del propilparabeno
aumenta con la fase acuosa y la relacion O/S. En las curvas de liberacidn del
propilparabeno también se observa que no se alcanza el “plateau” (anexo
A54.4.1) y por este motivo su comportamiento es mas parecido al etilparabeno
que al metilparabeno. Sin embargo, a diferencia de los otros dos parabenos, al
considerar la velocidad de adicion de fase acuosa y la velocidad de agitacién, se
intuye un ligero aumento de la liberacion (figura 54.42). Posiblemente, este
hecho se podria atribuir a que el propilparabeno es el parabeno mas hidréfobo
de los tres estudiados. Por ello, los mecanismos de difusién desde el interior de
las gotas de fase acuosa hacia la fase continua de las emulsiones podrian estar
mas favorecidos que con los otros dos parabenos.

La interaccidon del porcentaje de fase acuosa con la velocidad de agitacién
(FW-w) es una de las mas influyentes durante todo el proceso de liberacién del
propilparabeno (figura 54.42). Para valores bajos de velocidad de agitacidn, el
aumento en la fase acuosa favorece la liberaciéon de propilparabeno. El efecto
de esta interaccion, ya se ha puesto de manifiesto de forma similar con el
metilparabeno (figura 54.36) y el etilparabeno (figura 54.39).
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Figura 54.42. Efectos principales e interacciones para el propilparabeno (PrP) liberado a
4, 8, 24 y 30 horas (FW: porcentaje de fase acuosa, O/S: relacidn aceite/tensioactivo, v:
velocidad de adicidn de fase acuosa, w: velocidad de agitacion).
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5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

5.4.5. Optimizaciéon del sistema modelo

El objetivo era obtener una emulsién que tuviese el tamafio de gota minimo
con la maxima estabilidad. Por este motivo, la formulacién con el minimo valor
posible de didmetro de gota, debia presentar los maximos valores de
deformacién critica, “melting strain” y maddulo eldstico. Asimismo, se queria
demostrar que se podia obtener una emulsion altamente concentrada
incorporando moléculas activas, que liberase dichas moléculas lentamente
durante las primeras 8 horas y que a las 24 horas hubiese liberado la méxima
cantidad posible. Por ello, se pretendia encontrar un modelo que minimizara la
cantidad liberada a las 8 horas y la maximizase a las 24 horas. Ademas, se opté
por incluir en el modelo los resultados de liberacidn del metilparabeno
descartando los de etilparabeno y propilparabeno ya que, mediante matrices
de dispersion, se observd que existian correlaciones lineales entre ellos (figura
54.43) y, por lo tanto, si se incluian en el modelo serian variables que
aportarian informacion redundante.

A B
. s o ° .
MeP g L @ w,e0 @ MeP 2 Lt - e o
o L) ° °
® O P a0, ®
o, ° o, i e o o e @
B EtP_8h woe EtP_24h G ®
.8 ¥ . S
< = T —
i W * e
o g 8o PrP_gh ag® o g o° PrP_24h
A osa o oo o

Figura 54.43. Correlaciones entre la liberacion de metilparabeno (MeP), etilparabeno
(EtP) y propilparabeno (PrP) desde emulsiones altamente concentradas de tipo W/O a
soluciones receptoras a 8 horas (A) y a 24 horas (B).

También se observé que existian correlaciones en la liberacion de
metilparabeno a 8 y 24 horas (figura 54.44).
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MeP_gh °q

° te MeP_24h

Figura 54.44. Correlaciones entre la liberacién de metilparabeno (MeP) desde
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O a soluciones receptoras a 8 y a 24
horas.

A pesar de ello, se incluyeron las dos variables ya que por un lado se pretendia
minimizar la liberacién a 8 horas y por otro lado, maximizarla a 24 horas. A
modo de resumen, en la tabla 54.8, se muestran las variables seleccionadas y el
objetivo fijado para optimizar el sistema modelo.

Tabla 54.8. Variables seleccionadas y objetivos fijados para optimizar el sistema
modelo.

Variable  Descripcién Objetivo
d (um) Didmetro de gota Minimizar
Ye Deformacidn critica Maximizar
¥m “Melting strain” Maximizar
G’14,(Pa)  Modulo elastico Maximizar
MePg,(%) % liberacion MeP 8h Minimizar
6 MePyyn(%) % liberacion MeP 24h Maximizar

Una vez seleccionadas las variables respuesta a estudiar, y con el objetivo de
optimizarlas, se aplicé la funcién de conveniencia que se obtiene por
combinacion de las variables seleccionadas siguiendo la metodologia descrita
por Montgomery [Montgomery, 2001]. De este modo, se determind la regiéon
Optima del diagrama de superficie de respuesta (figura 54.45), los valores de las
variables de formacidn y composicién que optimizaban el modelo estudiado
(tabla 54.9), asi como los valores teédricos de las variables respuesta (tabla
54.10).
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Figura 54.45. Superficie de respuesta para la funcidn de conveniencia del sistema
modelo optimizado.

Tabla 54.9. Valores 6ptimos para las variables de composicion y formacion del modelo

optimizado.
N2 Factor Descripcion Optimo
1 FW (%) Porcentaje de fase acuosa 80,0 %
2 0/s Relacidn aceite/ tensioactivo 2,33 (70/30)
3  v(g/min.) Velocidad de adicion de la fase acuosa 5,0 g/min.
4  w(rpm) Velocidad de agitacion 940 rpm

Tabla 54.10. Valores tedricos de las variables respuesta segin el 6ptimo para las

variables de formacién y composicién del modelo optimizado.

N2 Variable Descripcion Objetivo Optimo tedrico
1 d(um) Diametro de gota Minimizar 0,44 pm

2 Y. Deformacidn critica Maximizar 2,60x107

3 Ym “Melting strain” Maximizar 3,11x10™

4 G'y4,(Pa)  Modulo elastico Maximizar 462 Pa

5 MePg,(%) % liberaciéon MeP 8h Minimizar 54,5 %

6  MeP,un(%) % liberacion MeP 24h Maximizar 82,6 %
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Después de establecer las condiciones 6ptimas, se preparé una emulsion
altamente concentrada, mediante la adicion de la fase acuosa a la oleosa, con
los valores éptimos de las variables de composiciéon y formacién. Una vez
preparada se procedié a su caracterizacidon y se compararon los resultados

obtenidos experimentalmente con los establecidos tedricamente por el
modelo.

Al analizar la distribucién de tamafio se observé que el valor tedrico estaba
aproximadamente en el centro de la distribucidn (figura 54.46).
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Figura 54.46. Resultados experimentales (distribucion de tamafios y micrografia) de la

emulsién altamente concentrada optima y valor tedrico del tamafio éptimo (linea
vertical).

Las propiedades reoldgicas de la emulsidon altamente concentrada preparada
segun las condiciones O&ptimas del modelo, también se ajustaban
razonablemente a los valores predichos por el modelo (figura 54.47).
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Figura 54.47. Reogramas de deformacion para la emulsién dptima (A) con los valores
tedricos de la deformacion critica (linea discontinua) y de fusion (linea continua), y
reogramas de frecuencia (B) con el valor tedrico del médulo elastico a 1 Hz (estrella).
Los numeros 1, 2 y 3 indican las réplicas.

Asimismo, los resultados de la liberacion del metilparabeno a 8 y 24 horas
(figura 54.48), se aproximan razonablemente a los predichos por el modelo.

193



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 54.48. Valor tedrico (estrella) y experimental de la liberacidon de metilparabeno a
8y 24 horas desde emulsiones a soluciones receptoras. Los numeros 1, 2 y 3, indican las

réplicas.

En la tabla 54.11, se resumen los parametros estudiados de la emulsion
altamente concentrada preparada segun las condiciones éptimas determinadas
por el modelo. Se puede concluir que los resultados experimentales se ajustan
razonablemente a los tedricos y por lo tanto que el modelo es adecuado para
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optimizar la formacién de emulsiones altamente concentradas.

Tabla 54.11. Resumen de los valores tedricos de las variables respuesta segun el éptimo

y resultados experimentales.

N2 Variable Descripcidn Op,tlrno Resgltado
tedrico experimental
B} 0,662 0,013 pm

1 d(um) Diametro de gota 0,44 pm (PDI 1,64)

2 Y. Deformacién critica 2,60x10%  2,52x102+1,43x10°
3 Ynm “Melting strain” 3,11x10"  3,15x10" +7,46x10°
4 G'yy,(Pa)  Modulo elastico 462 Pa 455 + 29,3 Pa

5 MePg,(%) % liberacion MeP 8h 54,5 % 51,9+0,788 %

6 MeP,. (%) % liberacion MeP 24h 82,6 % 76,9+ 3,08 %

194




5.4. Modelizacidon de emulsiones altamente concentradas

5.4.6. Escalado de la formulacién optimizada

El escalado de emulsiones altamente concentradas es un proceso complejo que
puede ser abordado mediante la utilizacién de disefios de experimentos
[Capdevila, 2010; May-Masnou, 2013; May-Masnou, 2014]. En esta tesis, se
realizd un estudio preliminar para comprobar si al aumentar la escala se podian
mantener los valores de liberacion asi como las demas propiedades predichas
para el dptimo del sistema modelo. Para ello, se mantuvieron constantes las
relaciones entre los factores geométricos tanto de los vasos encamisados
donde se prepararon las emulsiones, como de las varillas de agitacion utilizadas
(figura 54.49). De este modo, se mantuvo constante tanto la relacién entre la
altura que alcanzaba la muestra en el vaso encamisado y su didmetro interior
(tabla 54.12: n2 3), como la relacidn entre la distancia entre ejes y diametro de
giro, y el didmetro de giro y el didmetro interno del vaso encamisado (tabla
54.12:n26 y 7).

Figura 54.49. Esquema del vaso encamisado y la varilla de agitacién con los pardmetros
geométricos considerados en el escalado.

Tabla 54.12. Factores geométricos de los vasos encamisados y de las varillas de
agitacion.

Escala
N2 [Parametro Abreviatura 50g 181 g
1 |Altura de la muestra H 1,88 cm 2,88 cm
2 |Diametro interno del vaso D 5,2 cm 8,0cm
3 |Relacién altura/didmetro H/D 0,36 0,36
4 |Distancia entre hélices d 1,0cm 1,54 cm
5 |Didmetro de giro de la hélice Dg 4,4 cm 6,8 cm
6 R.elacuﬂ'\ distancia t?ntre d/Dg 0,23 0,23
ejes/diametro de giro
7 R_elacu.)ln diametro de Dg/D 0,85 0,85
giro/diametro vaso
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Para calcular la velocidad de agitacidn (w) en la nueva escala se consideraron
dos opciones: mantener el nimero de Reynolds constante (ecuacion 54.21) o
mantener la velocidad lineal constante (ecuacién 54.22).

(wx (Dg)z)escala pequeiia — (wx (Dg)z)escala grande Ec.54.21

(W X Dg)escala pequeiia = (W X Dg)escala grande Ec. 54.22

Si se mantenia el nUmero de Reynolds constante, la velocidad de agitacién del
escalado seria de 394 rpm (tabla 54.13). Sin embargo, esta velocidad resultaba
muy baja para poder formar emulsiones ya que se habia observado que como
minimo la velocidad deberia ser de 800 rpm (seccion 5.4.1). Si se mantenia la
velocidad de agitacion lineal constante, la velocidad resultante era de 608 rpm
(tabla 54.13). Nuevamente, era una velocidad inferior a la necesaria para poder
formar las emulsiones. Por este motivo, se optd por formar las emulsiones
manteniendo la velocidad de agitacion determinada para el 6ptimo del
modelo, 940 rpm, y, ademas, estudiar una velocidad menor pero dentro de los
limites determinados para formar emulsiones, como por ejemplo, 840 rpm.

Tabla 54.13. Célculo de la velocidad de agitacidn manteniendo el nimero de Reynolds
constante, primero, y manteniendo la velocidad lineal constante después.

Escala Escala
o .
N2 |Parametro 50 g 181¢g
1 |Didmetro de giro de la hélice (Dg) 4,4 cm 6,8 cm 6,8cm
, Numero de | Velocidad
2 |Parametro constante --- .
Reynolds lineal
3 |Velocidad de agitacion ( w) 940 rpm 394 rpm 608 rpm

Otros parametros que se consideraron fueron el tiempo de adicion y la
velocidad de adicidon, manteniendo constante el tiempo de adicién de la fase
acuosa. Para ello, se tuvo que aumentar la velocidad de adicién de 5,0 g/min a
18,0 g/min. Sin embargo, para utilizar una velocidad de adicién similar y poder
mantener el tiempo de adicidon constante en las dos escalas, se realizd la
adicién de la fase acuosa utilizando dos canales a 9,0 g/min cada uno (tabla
54.14). Asi, se pudo hacer la adicion utilizando un tubo del mismo didmetro que
el de la escala pequeiia. Se procedié de este modo porque en la preparacién de
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emulsiones a escala pequefia, se habia comprobado que al aumentar la
velocidad de adicidn segun este procedimiento, se obtenian emulsiones con
tamafios de gota similares.

Una vez seleccionadas las variables de escalado, se realizaron dos ensayos en
las condiciones descritas a modo de resumen en la tabla 54.15.

Tabla 54.14. Tiempo de adicidn de la fase acuosa y su velocidad de adicidn para las dos
escalas.

Escala

N2 |Parametro 50g 181¢g

1 |Cantidad de fase acuosa (80 %) 40¢g 145¢g

2 |Tiempo de adicién 8 8

3 |Velocidad total de adicién 5,0 g/min. | 18,0 g/min.
4 |Canales de adicidon 1 2

5 |Velocidad total de adicién por canal 5,0 g/min. | 9,0 g/min.
6 |Velocidad bomba de adicién para cada canal 20 rpm 36 rpm

Tabla 54.15. Resumen de los factores considerados en los dos escalados de la
formulacidn optimizada en escala pequefia.

N2  Factor Descripcion Escala Escalado  Escalado
pequefia 1 2

1 FW (%) Porcentaje de fase acuosa 80,0 % 80,0 % 80,0 %

2 0/S Relacién aceite/tensioactivo 2,33 2,33 2,33

3 w(rpm) Velocidad de agitacion 940 rpm 940 rpm 840 rpm

4 v (g/min) Velocidad de adicidn de la fase 5,0 g/min. 18,0 g/min. 18,0 g/min.

acuosa
6 C Canales de adicién 1 2 2

Como se muestra en la tabla 54.16, se obtuvieron resultados similares para los
dos escalados (en el anexo A54.6.1 se muestran las distribuciones de tamafio,
los barridos de deformacién y frecuencia).
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Tabla 54.16. Resumen de los resultados obtenidos en la escala pequefia y en los dos
escalados (d: didmetro de gota; PDI: indice de polidispersidad; y.: deformacién critica;
Ym: “melting strain”; G’yy,: moédulo eldstico a 1 HZ; MePg, y MeP,,,: porcentaje de
metilparabeno liberado en 8 y 24 horas, respectivamente).

N2 Variable Escala pequeia Escalado 1 Escalado 2
a2 940 rpm a 840 rpm
1 d(um) 0,662 + 0,013 pm 0,603 + 0,011 0,579 + 0,011
" (PDI 1,64) (PDI 1,49) (PDI 1,53)
2 Y. 2,52x10% +£1,43x10°  3,55x107 +3,17x10°  2,24x10° * 3,66x10°
3 yn 3,15x10™" £7,46x10°  3,44x10" + 6,49x10°  3,34x10™ £ 5,50x10
4 G'y,(Pa) 455 +29,3 Pa 507 + 18,7 Pa 499 +22,7 Pa
5 MePg,(%) 51,9+0,788 % 58,0 + 3,08 % 50,1+5,13%
6 MePy(%) 76,9 +3,08 % 81,1+1,99 % 72,3+6,72%

Para poder determinar con cudl de los dos escalados se obtenian resultados
mas parecidos a los de la formulacidén optimizada, se aplicé un algoritmo de
agrupamiento o “cluster”, asignando un vector a cada conjunto de datos y
determinando la distancia euclidea que los separaban. Asi se determiné que la
formulacion 6ptima y el escalado 2 eran mds parecidos, porque estaban
separados por una distancia de 5 unidades tomando como componentes la
diferencia entre cada una de las variables consideradas, y el escalado 1 estaba
a 12 unidades (figura 54.50).

Dendrograma
Método Ward,Euclidean Cuadrado

12

Distancia

o N A OO @

Opt.
Esc.2
Esc.1

Figura 54.50. Dendrograma para los resultados de tamafio, deformacion critica,
“melting strain”, mdédulo eldstico y porcentaje de metilparabeno liberado a 8 y 24 horas
para la formulacién dptima (Opt.) y los dos escalados (Esc. 1y 2).

Mediante este estudio preliminar, se concluyé que se podia escalar la
formulacion dptima manteniendo sus propiedades, si bien, haria falta estudiar
mas sistematicamente el proceso de escalado para poder optimizarlo.
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5.4.7. Variacion del componente oleoso y tensioactivo en la formulacién
optimizada

Con el objetivo de determinar las influencias del componente oleoso y del
tensioactivo en la formulacién éptima del sistema modelo, se prepararon
emulsiones en la mismas condiciones pero variando el aceite y el tensioactivo
utilizados. Asi se estudiaron los sistemas ya descritos en la seccién 5.2:

A: solucidn acuosa/Span80/aceite de parafina,

B: solucién acuosa/Span80/escualano,

C: solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina,
D: solucidn acuosa/IS-202P/escualano.

Doénde la solucidn acuosa era una solucién de metilparabeno, etilparabeno y
propilparabeno, con una concentracion de 0,2 mg/mL para cada uno, en
agua/propilenglicol 90/10.

Todas las emulsiones preparadas en las condiciones de la formulacién éptima
(tabla 54.9), tenian el mismo aspecto macroscépico y no fluian. Al realizar un
analisis microscdpico se observé que todas presentaban una distribucién de
gotas compactas de tamafos similares (tabla 54.17). Los indices de
polidispersidad fueron parecidos, tanto inicialmente como al cabo de 24 horas
(tabla 54.17). Al representar las distribuciones mediante el grafico “box-plot”
(figura 54.51) y aplicando el test de Kruskal-Wallis (anexo A54.7.1), se puede
afirmar con un 95 % de confianza, que las distribuciones de tamafio fueron
significativamente distintas. Se observé que el tamafio medio aumenta con el
tiempo, aumentando mas en las emulsiones con 1S-202P. Asimismo, también
aumenta al substituir Span80 por 1S-202P (figura 54.51). También se puso de
manifiesto, que al substituir el aceite de parafina por escualano, el tamafio
medio aumenta ligeramente con Span80 y disminuye ligeramente con IS-202P
(figura 54.51).

Tabla 54.17. Tamafio de gota y polidispersidad a tiempo inicial y a un dia a 25 °C, de las
emulsiones de los cuatro sistemas estudiados (d: didmetro de gota; PDI: indice de
polidispersidad).

N2 Sistema don (M) PDlgy | dyan (um)  PDlysy
! ?\Spansol aceite de parafina) 0,662 1,64 0,959 1,54
2 ?Spanso/ escualano) 0,714 1,58 0,927 1,47
3 ::IS—ZOZP/ aceite de parafina) 1,03 1,58 2,39 1,76
4 ?IS—ZOZP/ escualano) 0,902 1,49 2,00 1,76
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Aceite de parafina
Span80

Escualano

Aceite de parafina
1S-202P

Escualano

‘I:l odias [ 1d|'a‘

Figura 54.51. Diagrama de cajas o “box-plot” para las distribuciones de tamafio a 0
horas (blanco) y a 1 dia (gris) de los cuatro sistemas estudiados.

Las emulsiones también se caracterizaron mediante dispersion de rayos X a
angulos pequeios, SAXS (figura 54.52). Los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto que tienen estructuras muy similares y que no hay presencia de
fases cristalinas en ninguna de las formulaciones, ya que no se observan picos
de difraccidn [Schnablegger, 2013].
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Figura 54.52. Espectros de dispersidon de rayos X a angulos pequefios (SAXS) para la
formulacién 6ptima del sistema modelo A: solucién acuosa/Span80/aceite de parafina,
comparada con otras formulaciones (B: solucién acuosa/Span80/escualano; C: solucion
acuosa/IS-202P/aceite de parafina y D: solucién acuosa/IS-202P/escualano).
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A partir de los espectros se calculé la superficie especifica y el didametro de
gota, expresado como D(3,2), y se compardé con el didmetro de gota
determinado por microscopia Optica (tabla 54.18).

Tabla 54.18. Superficie especifica (S.) y diametro de gota (D(3,2)), determinado
mediante dispersiéon de rayos X a angulos pequefios (SAXS), y comparacién con la
técnica de microscopia dptica (las medidas se han realizado al acabar de preparar las
emulsiones).

N2 Sistema SAXS SAXS M.Optica
S.(m*/g)  D(3,2) (um)  D(3,2) (um)
! ?Spanso/ aceite de parafina) 45,4 0,11 0,93
?SpanSO/ escualano) 43,9 0,13 0,99
3 ;:IS-ZOZP/ aceite de parafina) 29,5 0,09 1,42
! ?'5-202P/ escualano) 47,4 0,10 1,20

Al substituir Span80 por IS-202P, se observa un ligero aumento en la superficie
especifica y al substituir aceite de parafina por escualano una disminucién.
Ademas, la emulsidon que presenta mayor superficie especifica pertenece al
sistema C (solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina). Asimismo, los
didmetros determinados mediante SAXS son muy parecidos para las cuatro
emulsiones y muy inferiores a los obtenidos por microscopia dptica. Esta
discrepancia, que ya aparece descrita en la literatura, se atribuye a las
diferencias que existen entre las dos técnicas. Ademas, mediante SAXS no se
puede determinar la distribucidon de tamafio y por lo tanto, no se obtiene
informacidn sobre la polidispersidad del sistema.

Por todo ello se concluyd, mediante el estudio de SAXS, que no habia
estructuras cristalinas en ninguna de las emulsiones y las formulaciones eran
tan parecidas que, con el error asociado a las medidas de SAXS y las
aproximaciones realizadas en el tratamiento matemadtico, no se pudieron
observar diferencias en sus tamanios de gota.
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Los resultados obtenidos en los estudios reolégicos de los cuatro sistemas se
muestran en la tabla 54.19 (los reogramas en las figuras 52.17 y 52.18). El
analisis estadistico (anexo A54.7.2) puso de manifiesto que no hay diferencias
significativas en los resultados obtenidos con los dos aceites. También se
observd que al substituir el Span80 por 1S-202P, existen diferencias

|II

significativas en la deformacién critica, el “melting strain” y el médulo elastico,
debido posiblemente a que el tensioactivo Span80 es un tensioactivo mas
efectivo ya que consigue estabilizar las emulsiones durante mds tiempo como

se observé en la seccién 5.2.

Tabla 54.19. Propiedades reoldgicas de los sistemas estudiados (y.: deformacidn critica;
Ym: “melting strain”; G’;,,,: mddulo eldstico a 1 Hz).

Ne Sistema Ye Yor )
2 n

! ?Spanso/ aceite de parafina) Zi?:;ifo_;—' 3;,152550'; 455+29,3 Pa

2 ?Spanso/ escualano) 25,2(;‘:;5025’: 31,13;5501; 461 +38,3 Pa

3 ;:IS-ZOZP/ aceite de parafina) 3;55;():([302; 32,13,1())():([;)013’1r 412+42,6Pa

4 I(::S-ZOZP/ escualano) fo)l;):(lfozsi 2575;3301; 431+45,1Pa

El andlisis estadistico de los resultados de liberaciéon de metilparabeno (tabla
54.20) puso de manifiesto que no hay diferencias significativas en los
resultados obtenidos ni con los dos tensioactivos ni con los dos aceites (figura
54.53 y anexo A54.7.3). Sin embargo, como era de esperar, se observé un
aumento significativo de la liberacién al pasar de 8 a 24 horas (figura 54.53 y
anexo A54.7.3).
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Tabla 54.20. Porcentajes de metilparabeno liberado a 8 y 24 horas en los cuatro
sistemas estudiados (MePg,: porcentaje de metilparabeno liberado en 8 horas; MeP:
porcentaje de metilparabeno liberado en 24 horas).
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MeP (%)

60 4

504

N® Sistema MePgn(%) MeP 40(%)
A
+ 9 + [
(Span80/ aceite de parafina) >1,9+0,788%  76,9+3,08%
B
+ 9 + o,
(Span80/ escualano) 59,5:0,622% 825+1,86%
C
+ 9 + 0,
3 (1S-202P/ aceite de parafina) 644+224% 908+4,20%
D
+ 9 + 9
(1S-202P/ escualano) 579+844%  82346,77%
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Figura 54.53. Resultados de liberacién de metilparabeno comparados por tensioactivo
(A), por aceite (B) y por tiempo (C).
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Asimismo, se analizaron todos los resultados conjuntamente mediante un
algoritmo de agrupamiento o “cluster”, asignando un vector a cada conjunto de
datos y determinando la distancia euclidea (figura 54.54). Asi se determiné que
la formulacidon dptima formada con Span80/aceite de parafina y la emulsion
formada con Span80/escualano estan separadas por 2 unidades arbitrarias, y
las emulsiones con [S-202P/aceite de parafina y 1S-202P/escualano, por 7
unidades. Ademas, las dos emulsiones formadas con IS-202P estan separadas
18 unidades de las dos emulsiones formadas con Span80. De este modo, como
se podria prever por los estudios previos realizados, la emulsion altamente
concentrada con resultados mas parecidos al sistema modelo fue la del sistema
solucidn acuosa/Span80/escualano.

Dendrograma
Método Ward,Euclidean Cuadrado
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Figura 54.54. Dendrograma para los resultados de tamafio, deformacion critica,
“melting strain”, mdédulo eldstico y porcentaje de metilparabeno liberado a 8 y 24 horas
para la formulacidn éptima del sistema solucién acuosa/Span80/aceite de parafina (1) y
las emulsiones altamente concentradas formadas con Span80/escualano (2), IS-
202P/aceite de parafina (3) y 1IS-202P/escualano (4).
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5.4.8. Resumen de la modelizacion de emulsiones altamente concentradas

Mediante técnicas de disefios de experimentos se ha estudiado la influencia de
variables de composicién y formacién de las emulsiones en el tamafio de gota,
propiedades reoldgicas y la liberacion de moléculas activas. Asimismo, se ha
optimizado su formulacion, se ha realizado un estudio preliminar de escalado y
se ha estudiado la influencia del componente tensioactivo y oleoso en las
propiedades de la emulsidon optimizada. A continuacién se enumeran los
resultados mas destacables de estos estudios.

- Al aumentar la concentracién de fase acuosa para una relacion O/S
constante, el tamafio de gota disminuye y el mdédulo eldstico aumenta,
cuando la concentracion de tensioactivo no es el factor limitante, ya
que por debajo de dicha concentracion critica de tensioactivo, se
produce el efecto contrario.

- Al aumentar la relacion O/S para un porcentaje de fase acuosa
constante, aumenta la tensién interfacial entre el componente acuoso y
oleoso produciendo un aumento en el tamafio de gota de las
emulsiones y la disminucién del médulo elastico.

- La relacién O/S es uno de los factores mas influyentes en los procesos
de liberacién de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno
incorporados en la fase acuosa de emulsiones de tipo W/O del sistema
modelo. Asimismo, el porcentaje de fase acuosa es mas influyente a
medida que aumenta la cadena hidrocarbonada del parabeno.

- Los factores de formacion, velocidad de adicion de fase acuosa y
velocidad de agitacion, no influyen significativamente en el proceso de
liberacion de los parabenos. Sin embargo, la interaccién de la velocidad
de agitacion con el porcentaje de fase acuosa influye significativamente
en la liberacidon de las tres moléculas estudiadas.

- La utilizacién de un disefio factorial fraccionado ha permitido la
obtencién de un modelo empirico mediante el cual se ha optimizado la
formulaciéon de emulsiones, logrando minimizar su tamafio de gota,
maximizar sus propiedades reoldgicas, y modular la liberacién de
moléculas activas incorporadas en la fase acuosa, minimizdndola a las 8
horas y maximizandola a las 24 horas.
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Un estudio preliminar de escalado de la formulacién dptima ha puesto
de manifiesto que dicha emulsidon se puede escalar manteniendo su
tamafio de gota y propiedades reoldgicas, ademads de los perfiles de
liberaciéon de los parabenos.

Al substituir Span80 por 1S-202P en la emulsién optimizada, se produce
un aumento de tamafio de gota con la consecuente disminucién del
modulo elastico. Sin embargo, no se aprecian diferencias significativas
en la liberacion de parabenos.

Al substituir aceite de parafina por escualano, varia el tamafio de gota
de las emulsiones pero no se aprecian diferencias significativas ni en las
propiedades reoldgicas ni en la liberacidn de parabenos.

Mediante dispersidon de rayos X a dngulos pequefios se ha observado un
aumento en la superficie especifica de la emulsiéon optimizada al
substituir Span80 por IS-202P, y una disminucidn al substituir aceite de
parafina por escualano. Sin embargo, no se han detectado diferencias
en el tamafio de gota.

En resumen, la aplicacién de disefios de experimentos en el proceso de

formacidon de emulsiones altamente concentradas del sistema modelo, ha

permitido relacionar factores de composicion y formacién de las emulsiones

con sus propiedades, consiguiendo asi optimizar su formulacion.
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Mediante el estudio de sistemas formados por componente acuoso/
tensioactivo no idnico/componente oleoso, se ha modelizado la formulacion de
emulsiones altamente concentradas de tipo W/O, mediante el estudio de
propiedades tales como tamafo de gota, propiedades reoldgicas y liberacion
de moléculas activas incorporadas en la fase acuosa de dichas emulsiones. A
continuacién se describen las conclusiones mas relevantes.

Formacién y caracterizacion de emulsiones

- Se han obtenido emulsiones concentradas y altamente concentradas
de tipo W/O en los sistemas agua/Span80/aceite de parafina,
agua/Span80/escualano, agua/IS-202P/aceite de parafina y agua/IS-
202P/escualano, con la estabilidad suficiente para utilizarlas como
medios de liberacidén controlada de moléculas activas.

- El método de adicion de fase acuosa, ha resultado el mas adecuado
para formar emulsiones altamente concentradas de tipo W/O en los
sistemas estudiados.

- El estudio de las propiedades reoldgicas de las emulsiones altamente
concentradas de los sistemas estudiados, ha puesto de manifiesto que
las emulsiones con Span80 presentan un valor mas elevado de mddulo
elastico.

- La incorporacién de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en
la fase acuosa de las emulsiones, en presencia de propilenglicol, no
afecta ni la formacién, ni las propiedades reolédgicas de dichas
emulsiones.

- Los estudios de formacion y caracterizacion han permitido seleccionar
el sistema solucidon acuosa/Span80/aceite de parafina como sistema
modelo, por ser uno de los sistemas en los que se forman emulsiones
mas estables y con menor tamafio de gota.
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Liberacion de moléculas activas

Independientemente del medio en el que se hallan incorporados los
principios activos (solucién acuosa, solucion micelar y emulsidn
altamente concentrada), el porcentaje liberado de metilparabeno es
mayor que el de etilparabeno y, éste a su vez mayor que el de
propilparabeno. Es decir, a menor longitud de cadena hidrocarbonada,
mayor liberacion.

En los perfiles de liberacion de parabenos desde soluciones micelares

se alcanzé el “plateau” sin liberar completamente dichas moléculas,
atribuido a la interaccion de los parabenos con el tensioactivo

(polisorbato80) que formaba las micelas.

La liberacion de parabenos incorporados en la fase acuosa de
emulsiones altamente concentradas a soluciones receptoras, fue mas
lenta que su liberacidon a partir de las correspondientes soluciones
acuosas y micelares, poniendo de manifiesto su confinamiento en el
interior de las gotas de fase acuosa de dichas emulsiones.

Los perfiles de liberacién del metilparabeno, etilparabeno vy
propilparabeno, fueron similares cuando se estudiaron por separado o
en una mezcla 1:1:1 en peso, haciendo posible su utilizacion simultanea
como moléculas activas modelo.

Modelizacién de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O
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Mediante un disefio de experimentos central se determind que el
tamafio de gota de las emulsiones del sistema agua/Span80/aceite de
parafina, disminuye al aumentar la fase acuosa hasta alcanzar cierto
valor critico, a partir del cual, el tamafio aumenta. Asimismo, el tamafio
de gota aumenta al aumentar la relacién O/S manteniendo el
porcentaje de fase acuosa constante.
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Al aumentar el porcentaje de fase acuosa, para una relacion O/S
constante, el médulo eldstico aumenta hasta alcanzar un valor critico a
partir del cual disminuye. Sin embargo, para un porcentaje de agua
constante, el mddulo elastico disminuye al aumentar la relacién O/S.

En las emulsiones altamente concentradas de tipo W/O del sistema
modelo solucién acuosa/Span80/aceite de parafina, la velocidad de
adicién de fase acuosa es el factor mas influyente en el tamafio de
gota, asi como la relacién O/S en el mddulo elastico, el umbral de
fluencia y en la liberacién de parabenos incorporados en dichas
emulsiones.

Al substituir el aceite del sistema modelo soluciéon acuosa/Span80/
aceite de parafina por escualano se obtienen emulsiones con tamafio
de gota, propiedades reoldgicas y perfiles de liberacién de moléculas
activas mas parecidas que si se substituye el Span80 por el 1S-202P,
influyendo mas la estructura del tensioactivo que la polaridad del
componente oleoso.

Al realizar un estudio preliminar de escalado, se puso de manifiesto
que no sélo los valores de tamafio de gota y sus propiedades reoldgicas
eran similares, sino que también los perfiles de liberaciéon de las
moléculas activas incorporadas se aproximaban razonablemente a los
valores optimizados en la escala pequefia.

Mediante la utilizaciéon de un disefio de experimentos factorial, se ha
optimizado la preparacidon de emulsiones altamente concentradas en el
sistema modelo solucién acuosa/Span80/aceite de parafina
incorporando moléculas activas, obteniendo un modelo empirico que
ha permitido optimizar el tamafio de gota, propiedades reoldgicas y
modular el perfil de liberacién de parabenos de las emulsiones de dicho
sistema.
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Abreviaturas

AA

AG

AS

Ap

BS

C
Crem.WO7
D

d

D(3,2)

D(4,3)

Ec
EtP
FDA
FW

G
G”
Ga
HLB
HPLC

MeP
MS

0/sS
o/W
PDI

Incremento de d4rea interfacial

Energia libre de Gibbs

Incremento de entropia del sistema.
Presion de Laplace

Retrodifusion de luz o “backscattering”
Concentracidn

CremophorWQ7

Coeficiente de difusion

Didmetro de gota

Sumatorio de los diametros elevados al cubo dividido por el
sumatorio de los didmetros elevados al cuadrado.

Sumatorio de los diametros elevados a la cuarta dividido por el
sumatorio de los diametros elevados al cubo.

Energia de cohesion

Etilparabeno

U.S. Food and Drug Administration

Fase acuosa

Mddulo de cizalla estatico

Mddulo eldstico

Mddulo viscoso

Fuerzas de atraccién de Van der Waals
Balance hidroéfilo-lipofilo

Cromatografia liquida de alta resolucion
Transferencia de materia por unidad de tiempo o flujo
Metilparabeno

“Melting strain”

Aceite

Relacidn aceite/tensioactivo

Relacion aceite/agua

indice de polidispersidad
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PG
Ph.Eur.
PIT

PrP

Re
ROW

Se

THLB
TGCM

w
Ww/0

w/w

Letras griegas

¢

Yc
¥m

Tyef

Vs
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Propilenglicol

Farmacopea europea
Temperatura de inversion de fases
Propilparabeno

radio

Numero de Reynolds

Relacién aceite/fase acuosa
Tensioactivo

Superficie especifica

tiempo

Temperatura

Temperatura HLB

Triglicéridos de cadena media
Velocidad de adicidn de fase acuosa
Agua

Velocidad de agitacion

Relacion agua/aceite

Relacion peso/peso

Volumen de fase dispersa

Velocidad de cizalla o “shear rate”
Deformacidn critica o “critical strain”

“Melting strain”

Viscosidad

Tiempo de deformacion

Densidad

Tension de cizalla o “shear stress”

Umbral de fluencia o “yield stress”

Velocidad de cremado o sedimentacion
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9. ANEXOS

A51.2.1. Estabilidad de las soluciones de parabenos

Resultados de las comparaciones mediante el test de Wilcoxon para evaluar la
estabilidad de soluciones de metil/etil/propilparabeno (1:1:1 en peso) en
agua/propilenglicol 90/10. La estabilidad se estudid tanto a 25 °C como a 5 °C,
con y sin proteccion de la luz, y se cuantificé mediante HPLC, considerando la
variacion del porcentaje de area cromatografica de cada parabeno con el
tiempo (apartado 5.1.2).

Metilparabeno

25 °Cy con proteccién de luz
. ranksum areaM if nM=="MEP"& c=="25s", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 9 6
28 3 6 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.15
adjusted variance 2.85
Ho: areaM(d==0) = areaM(d==28)
z = 1.777
Prob > |z]| = 0.0756

25 °Cy sin proteccion de luz
. ranksum areaM if nM=="MEP"& c=="25n", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 9 6
28 3 6 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.15
adjusted variance 2.85
Ho: areaM(d==0) = areaM(d==28)
z = 1.777
Prob > |z| = 0.0756
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5 °Cy con proteccidon de luz

ranksum areaM if nM=="MEP"& c=="5s", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 9 6
28 3 6 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties 0.00
adjusted variance 3.00
Ho: areaM(d==0) = areaM(d==28)
z = 1.732
Prob > |z]| = 0.0833

5 °Cy sin proteccion de luz
ranksum areaM if nM=="MEP"& c=="5n", by(d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 9 6
28 3 6 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties 0.00
adjusted variance 3.00
Ho: areaM(d==0) = areaM(d==28)
z = 1.732
Prob > |z| = 0.0833
Etilparabeno

25 °Cy con proteccién de luz
ranksum areaE if nM=="MEP"& c=="25s", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6 6
28 3 9 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties 0.00
adjusted variance 3.00
Ho: areaE(d==0) = areaE (d==28)
z = 0.000
Prob > |z| = 1.0000
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25 °Cyy sin proteccién de luz
ranksum areaE if nM=="MEP"& c=="25n", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6 6
28 3 9 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties 0.00
adjusted variance 3.00
Ho: areaE(d==0) = areaE (d==28)
z = 0.000
Prob > |z| = 1.0000

5 °Cy con proteccidn de luz

ranksum areaE if nM=="MEP"& c=="5s", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected

2 . 6

28 3 8.5 9

combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.30
adjusted variance 2.70

Ho: areak (d==0) = areakE (d==28)
z = 0.304
Prob > |z| = 0.7609

5 °Cy sin proteccién de luz
ranksum areaE if nM=="MEP"& c=="5n", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6 6
28 3 9 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.15
adjusted variance 2.85
Ho: areaE (d==0) = areaE (d==28)
z = 0.000
Prob > |z| = 1.0000
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Propilparabeno

25 °Cy con proteccion de luz

ranksum areaP if nM=="MEP"& c=="25s", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6
28 3 12 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.15
adjusted variance 2.85
Ho: areaP(d==0) = areaP(d==28)
z = =-1.777
Prob > |z| = 0.0756

25 °Cy sin proteccién de luz
ranksum areaP if nM=="MEP"& c=="25n", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6
28 3 12 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.15
adjusted variance 2.85
Ho: areaP(d==0) = areaP(d==28)
z = =1.777
Prob > |z| = 0.0756

5 °Cy con proteccidn de luz

ranksum areaP if nM=="MEP"& c=="5s", by(d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6
28 3 12 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties -0.60
adjusted variance 2.40
Ho: areaP(d==0) = areaP (d==28)
z = -1.936
Prob > |z| = 0.0528
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5 °Cy sin proteccién de luz

ranksum areaP if nM=="MEP"& c=="5n", by (d)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

d obs rank sum expected
2 6
28 3 12 9
combined 5 15 15
unadjusted variance 3.00
adjustment for ties 0.00
adjusted variance 3.00
Ho: areaP(d==0) = areaP (d==28)
z = -1.732
Prob > |z| = 0.0833
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A51.2.2. Comparacion de tamaio de gota con y sin parabenos

Resultados de las comparaciones mediante el test de Wilcoxon para evaluar
posibles diferencias en el tamafio de gota de emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O del sistema solucidon acuosa/Span80/aceite de
parafina, con y sin parabenos (apartado 5.1.2).

0/570/30y FW 75 %

. ranksum d if 0S ==1&FW==75, by (P)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

P obs rank sum expected

Con parabeno 300 126247 92550
Sin parabeno 316 63789 97486
combined 616 190036 190036

unadjusted variance 4874300.00
adjustment for ties -5815.40

adjusted variance 4868484.60
Ho: d(P==Con parabenos) = d(P==Sin parabenos

z = 15.272
Prob > |z| = 0.0000

0/590/10y FW 75 %

. ranksum d if 0S ==9&FW==75, by (P)

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

P obs rank sum expected

Con parabeno 310 83122.5 83700
Sin parabeno 229 62407.5 61830
combined 539 145530 145530

unadjusted variance 3194550.00
adjustment for ties -398.18

adjusted variance 3194151.82
Ho: d(P==Con parabenos) = d(P==Sin parabenos)

z = -0.323
Prob > |z| = 0.7466
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0/S90/10 y FW 90 %

ranksum d if OS ==9&FW==90, by (P

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

P obs rank sum expected

Con parabeno 334 171385 131095
Sin parabeno 450 136335 176625
combined 784 307720 307720

unadjusted variance 9832125.00
adjustment for ties -6355.42

adjusted variance 9825769.58
Ho: d(P==Con parabenos) = d(P==Sin parabenos)

z = 12.853
Prob > |z| = 0.0000
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A52.2.1. Distribuciones de tamaiio
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Figura 52.2.1. Distribuciones de tama
acuosa/Span80/ aceite de parafina), B (solucién acuosa/Span80/escualano), C (solu

acuosa/IS-202P/aceite de parafina) y D (solucidon acuosa/IS-202P/escualano). La fase

acuosa, FW, es una mezcla de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en

agua/propilenglicol 90/10, y una concentracion de 0,2 mg/mL de cada parabeno
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A52.2.2. Test de Kruskal-Wallis

Comparacion de las distribuciones de tamafio para los sistemas A: solucion
acuosa/Span80/aceite de parafina, B: solucién acuosa/Span80/escualano, C:
solucidon acuosa/IS-202P/aceite de parafina, y D: solucidon acuosa/IS-202P/
escualano.

Comparacion por tensioactivos
. kwallis d, by(nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

ns Obs Rank Sum

Span80 8000 6.16e+07
I5-202P 8000 6.64e+07

chi-squared = 66.695 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 66.695 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Comparacion por aceites
. kwallis d, by (nO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

no Obs Rank Sum

Aceite de parafina 8000 5.90e+07
Escualano 8000 6.90e+07

chi-squared = 291.711 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 291.711 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Comparacion por porcentaje de fase acuosa
. kwallis d, by (FWi)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

FWi Obs Rank Sum

80 8000 6.84e+07
90 8000 5.96e+07

chi-squared = 228.963 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 228.963 with 1 d.f.
probability = 0.0001
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Sistema A: comparacion por porcentaje de fase acuosa

*Span80-aceite parafina
kwallis d if nS ==1&n0O==1, by (FWi)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

FWi Obs Rank Sum

80 2000 4.56e+06
90 2000 3.44e+06

chi-squared = 234.962 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 234.964 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Sistema B: comparacion por porcentaje de fase acuosa

*Span80-escualano
kwallis d if nS ==1&n0==2, by (FWi)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

FWi Obs Rank Sum

80 2000 4.14e+06
90 2000 3.86e+06

chi-squared = 15.067 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 15.067 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Sistema C: comparacion por porcentaje de fase acuosa

*S-Face IS-202P-aceite parafina
kwallis d if nS ==2&n0==1, by (FWi)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

FWi Obs Rank Sum

80 2000 4.03e+06
90 2000 3.97e+06

chi-squared = 0.725 with 1 d.f.
probability = 0.3944

chi-squared with ties = 0.725 with 1 d.f.
probability = 0.3944
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Sistema D: comparacion por porcentaje de fase acuosa

*S-Face IS-202P-escualano
kwallis d if nS ==2&n0==2, by (FWi)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

FWi Obs Rank Sum
80 2000 4.29e+06
90 2000 3.71e+06
chi-squared = 62.627 with 1 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 62.628 with 1 d.f.
probability = 0.0001
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A52.2.3. Espectros de retrodifusion de luz o “backscattering” (BS)

Sistemas A: solucion acuosa/Span80/aceite de parafina, B: soluciéon acuosa/
Span80/escualano, C: solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafina y D: solucién
acuosa/IS-202P/escualano, dénde la solucion acuosa es una mezcla de
metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, y
con una concentracion de 0,2 mg/mL de cada uno. Sdlo tiene significado fisico
la zona del espectro situada entre las dos lineas discontinuas.
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Sistema B: O/S 80/20 - 80 % FW

100

h (mm)

247

——0h
—1h
—2h
—3h
—4h
—5h
——6h
—7h
—s8h
—9h
——10h
—11h
—12h
—13h
—14h
——15h
—16h
—17h
—18h
——1%h
——20h
—21h
—22h
—23h
—24h

h (mm)

Sistema B: O/S 80/20 - 90 % FW

100



9. ANEXOS

——0h
—1h
—2h
—3h
——4h
—5h
——6h
—7h
—8h
—9%h
——10h
—11h
—12h
—13h
——14h
——15h
——16h
—17h
——18h
——1%h
——20h
—21h
—22h
—23h
——24h

—

Sistema C: O/S 80/20 - 80 % FW

50

40

30

20

10

h (mm)

—0h
—1h

—2h
—3h
——4h
—5h
—6h
—7h
—8h
—9%h
——10h
—11h
—12h
—13h
— 14h
———15h
—16h
—17h
——18h
—22h
—23h

Sistema C: O/S 80/20 - 90 % FW

(%) sa

—24h

h (mm)

248



9. ANEXOS

100

[ sistemaD:0/580/20-80%FW |

g |}
© :
@ 404 |:
204 [:
O : T T T T T
0 10 20 30 40 50
h (mm)
00— | SistemaD:0/580/20-90%FW |
80 4
g
(%]
o

10 20 30 40 50

h (mm)

——©0h
—1h
—2h
—3h
—4h
—5h
——6h
—7h
—38h
——9%h
——10h
—11h
—12h
—13h
—14h
——15h
—16h
—17h
— 18h
—1%h
——20h
—21h
—22h
—23h
—24h

—0h
—1h
—2h
—3h
——4h
—5h
——6h
—7h
—38h
——09%h
——10h
—11h
—12h
—13h
—14h
———15h
—16h
—17h
—18h
——1%h
——20h
—21h
—22h
——23h
—24h

Figura 52.2.3. Espectros de retrodifusion de luz o “backscattering” (BS) a lo largo de la
altura de la muestra (h) a 25 °C para emulsiones altamente concentradas de tipo W/O
de los sistemas A: solucidén acuosa/Span80/aceite de parafina, B: solucién acuosa/
Span80/escualano, C: solucidon acuosa/IS-202P/aceite de parafina y D: solucién
acuosa/IS-202P/escualano (solucion acuosa formada por una mezcla de metilparabeno,
etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, y con una concentracién
de 0,2 mg/mL de cada parabeno). Sélo tiene significado fisico la zona del espectro

situada entre las

dos lineas discontinuas.

249



9. ANEXOS

A52.2.4. Disminucion backscattering (BS) vs tiempo

Tabla 52.2.4. Porcentaje de variacion del “backscattering” (BS) respecto al tiempo para
una altura de muestra de 10-40 mm a 25 °C. Sistema A: solucién acuosa/Span80/aceite
de parafina, B: solucidon acuosa/Span80/escualano, C: solucion acuosa/IS-202P/aceite
de parafina y D: solucidon acuosa/IS-202P/escualano (O/S 80/20 y 80 y 90% de fase
acuosa, FW, formada por una mezcla de metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno

en agua/propilenglicol 90/10 con una concentracion de 0,2 mg/mL para cada uno).

Disminucién BS 10 mm - 40 mm (%)

Sistema A Sistema B Sistema C Sistema D
Tiempo | 80 % 90 % 80 % 90 % 80 % 90 % 80 % 90 %
(h) FW FW FW FW FW FW FW FW
0,00 86,30 | 79,47 | 81,18| 73,86 | 8480 | 76,87 | 81,46 | 75,00
0,01 | 86,28 | 79,46 | 81,16 | 73,83 | 84,79 | 76,85 | 81,42 | 74,98
0,02 | 86,28 | 79,45| 81,16 | 73,81 | 84,78 | 76,84 | 81,42 | 74,96
1,02 | 85,52 | 7891 | 8091 | 72,22 | 84,28 | 75,15| 80,42 | 72,98
2,02 | 85,15| 7835| 80,76 | 71,11 | 83,70 | 73,79 | 79,63 | 71,43
3,02 | 84,88 | 7784 | 80,62 | 70,18 | 83,13 | 72,55| 78,92 | 70,15
402 | 8464 | 77,38| 80,44 | 69,39 | 8255 71,29 | 78,31 | 69,02
5,02 | 84,40| 76,89 | 80,26 | 68,68 | 82,00| 70,07 | 77,72 | 68,01
6,02 | 84,23 | 76,43 | 80,09| 68,05| 81,49 | 6896 | 77,19 | 67,09
7,02 | 84,12 | 76,01 | 79,90| 67,50| 80,95| 68,13 | 76,68 | 66,25
8,02 | 839 | 7563 | 79,73| 67,01 | 80,50| 67,43 | 76,15| 65,50
9,02 | 83,84| 75,28 | 79,58 | 66,56 | 80,09| 66,78 | 7568 | 64,78
10,02 | 83,70 7499 | 79,42 | 66,18 | 79,74 | 66,25 | 75,27 | 64,12
11,02 | 83,559 | 74,71 | 79,27 | 6581 | 79,39 | 6575| 74,91 | 63,50
12,02 | 83,48 | 74,45| 79,13 | 6547 | 79,06 | 6537 | 74,56 | 62,92
13,02 | 83,38 | 74,20 | 78,99 | 6517 | 78,73 | 65,02 | 74,23 | 62,36
14,02 | 83,28 | 73,97 | 7885 | 64,88 | 7844 | 64,65| 73,91 | 61,86
15,02 | 83,18 73,74 | 78,72 | 64,61 | 78,14 | 64,28 | 73,61 | 61,36
16,02 | 83,09 | 73,55| 78,59 | 6435| 7786 | 6397| 73,32| 60,89
17,02 | 83,01 | 73,35| 78,48 | 64,12 | 7759 | 63,69| 73,04| 60,44
18,02 | 8292 | 73,18| 78,37 | 63,87 | 77,35| 63,43 72,79 | 60,01
19,02 | 82,84 | 73,00| 78,25| 63,65| 77,11 | 63,10 | 72,50| 59,60
20,02 | 82,75| 72,79 | 78,14 | 63,43 | 76,86 | 62,84 | 72,26 | 59,19
21,02 | 82,64 | 7261 | 7802 | 63,22| 76,60| 62,49 | 72,00 | 58,80
22,02 | 8252 | 72,42 | 77,89 | 63,02| 76,35| 62,23 | 71,74 | 58,43
23,02 | 82,43 | 72,23 | 77,77 | 62,78 | 76,11 | 61,95 | 71,49 | 58,07
24,02 | 82,33 | 72,06 | 7768 | 62,60| 7587 | 61,79 | 71,22 | 57,71
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A52.2.5. Distribuciones de tamano antes de la desestab
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Figura 52.2.5. Distribuciones de tamafio antes de la desestabilizac

los sistemas A (soluciéon acuosa/Span80/aceite de parafina),
Span80/escualano), C (solucién acuosa/IS-202P/aceite de parafi

acuosa/IS-202P/escualano). La fase acuosa, FW, es una mezcla de metilparabeno,

etilparabeno y propilparabeno en agua/propilenglicol 90/10, y una concentraciéon de

0,2 mg/mL de cada parabeno
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A52.2.6. Tamaiios de gota y polidispersidad respecto al tiempo

Tabla 52.2.6. Evolucidon de la mediana del didametro de gota (d) y del indice de
polidispersidad (PDI) con el tiempo, a 25 °C, para las emulsiones altamente
concentradas de tipo W/O formadas con Span80 e 1S-202P (O/S 80/20; FW: fase acuosa
de composicién agua/propilenglicol (90/10) con metilparabeno, etilparabeno vy
propilparabeno en una concentracidn de 0,2 mg/mL para cada uno; P5: percentil al 5 %;
P95: percentil al 95 %).

Ne | Sistema | Tensioactivo/ FW Tiempo d P5 P95 PDI
aceite (%) (dias) (um)
A Span80/ 80 0,71 0,35 1,51 1,8

0
aceite de 1 0,63 0,32 1,35 19
parafina 7 0,72 0,35 1,95 4,1
14| 0,80 0,43 1,76 4,9
21 0,79/ 0,38 3,12 5,5
28 0,66 0,38 1,66 18
90 0 0,56 0,32 1,16 1,6
1 0,94 0,49 4,78 2,9
7 0,67 0,32 3,38 12
14 0,73 0,36 2,10 16
21 0,66 0,38 2,00 24

1 28| 0,67 0,31 2,05 37
1 B Span80/ 80 0| 091 0,53 1,47 1,3
escualano 1 0,96 0,43 2,26 19

7 062| 0,32 2,16 5,9
14| 0,65 0,34 1,79 50
21 062 0,37 1,27 13
28| 0,61 0,32 1,65 14
90 0| 086| 0,35 1,76 1,7

1 0,89 0,44 3,15 34

7 0,67 0,35 2,32 11
14| 0,65 0,32 3,05 15
21 0,76/ 0,41 1,99 17
28| 084 0,37 3,18 19

NN (R 2R ==
gkl ERE Bk ok s oo

C IS-202P/ 80 0| 084 0,39 1,73 1,7
aceite de 1 1,5 0,56 5,88 2,8
parafina 7 0,95 0,54 4,81 11

14| 0,77 0,40 - 2,00 15

o ‘
N
[y

90 0| 081 0,37 1,81 18
1 094| 0,43 2,54 3,0

B DD W (W (W (W (W (W (W W ININININ NN N (N
W N | (O[O [0 (N N [ |O 00 | w

7 0,65 0,33 1,27 29
3 14 -@
6 D IS-202P/ 80 0 0,84 0,39 1,59 1,5
escualano 1 1,0 0,53 3,89 3,3
7 0,82| 0,40 9,32 12
14 )
90 0 0,73 0,37 1,55 1,6
1 1,3 0,60 4,76 5,2
7 0,51 0,30 0,97 19
14 )

(1): emulsidn desestabilizada
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A52.2.7. Evolucidn de las distribuciones de tamaio de gota con el
tiempo

Evolucion de las distribuciones de tamafio con el tiempo para los sistemas A:
solucién acuosa/Span80/aceite de parafina, B: soluciéon acuosa/Span80/
escualano, C: solucion acuosa/1S-202P/aceite de parafinay D: solucion acuosa/
IS-202P/escualano (relacion O/S: 80/20; composicion fase acuosa, FW:
agua/propilenglicol (90/10) con metilparabeno, etilparabeno y propilparabeno
en una concentracion de 0,2 mg/mL para cada uno).

Sistema A: 80 % FW

. kwallis d if nS ==1& nO ==1& w ==80, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 1.21e+07
1 2000 9.84e+06
7 2000 1.20e+07
14 2000 1.37e+07
21 2000 1.35e+07
28 2000 1.08e+07

chi-squared 473.717 with 5 d.f.

probability 0.0001
chi-squared with ties = 473.719 with 5 d.f.
probability = 0.0001

Sistema A: 90 % FW

. kwallis d if nS ==1& nO ==1& w ==90, by (t

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 8.89%e+06
1 2000 1.62e+07
7 2000 1.17e+07
14 2000 1.25e+07
21 2000 1.15e+07
28 2000 1.13e+07

chi-squared 1182.943 with 5 d.f.

probability 0.0001
chi-squared with ties = 1182.949 with 5 d.f.
probability = 0.0001
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Sistema B: 80 % FW

kwallis d if nS ==1& nO ==2& w ==80, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 1.58e+07
1 2000 1.56e+07
7 2000 1.03e+07
14 2000 1.09e+07
21 2000 9.76e+06
28 2000 9.64e+06
chi-squared = 1751.762 with 5 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 1751.768 with 5 d.f.
probability = 0.0001

Sistema B: 90 % FW

do "C:\Users\MC\AppData\Local\Temp\STD00000000.tmp"
kwallis d if nS ==1& nO ==2& w ==90, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 1.24e+07
1 2000 1.37e+07
7 2000 1.02e+07
14 2000 1.02e+07
21 2000 1.14e+07
28 1737 1.10e+07
chi-squared = 435.927 with 5 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 435.928 with 5 d.f.
probability = 0.0001

Sistema C: 80 % FW

kwallis d if nS ==2& nO ==1& w ==80, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 6.79e+06
1 2000 1.09e+07
2000 8.25e+06
14 2000 6.09e+06
chi-squared = 1259.578 with 3 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 1259.581 with 3 d.f.
probability = 0.0001
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Sistema C: 90 % FW
kwallis d if nS ==2& nO ==1& w ==90, by(t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum

0 2000 6.25e+06
1 2000 7.12e+06
7 2000 4.64e+06

chi-squared = 525.700 with 2 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 525.702 with 2 d.f.
probability = 0.0001

Sistema D: 80 % FW

kwallis d if nS ==2& nO ==2& w ==80, by(t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum
0 2000 5.27e+06
1 2000 7.17e+06
2000 5.79e+06
14 2000 1.38e+07
chi-squared = 4347.294 with 3 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 4347.298 with 3 d.f.
probability = 0.0001

Sistema D: 90 % FW

kwallis d if nS ==2& nO ==2& w ==90, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum

0 2000 5.71e+06
1 2000 8.91e+06
7 2000 3.39%e+06

chi-squared = 2560.080 with 2 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 2560.087 with 2 d.f.
probability = 0.0001
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A54.1.1. Matriz de un diseiio de experimentos factorial 282

Tabla 54.1.1. Matriz de un disefio de experimentos factorial 2* completo (A, B, C, D), al
que se han afadido dos factores adicionales (E y F), que se confunden con las
interacciones ternarias ABC y BCD respectivamente, resultando asi un disefio factorial
2%,

Experimento | A B C D E F
(=ABC) (=BCD)
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 1 -1
3 -1 1 -1 -1 1 1
4 1 1 -1 -1 -1 1
5 -1 01 1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1 -1 1
7 -1 1 1 41 -1 -1
8 1 1 1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1 1
10 1 -1 -1 1 1 1
11 -1 1 -1 1 1 -1
12 1 1 -1 1 -1 -1
13 -1 -1 1 1 1 -1
14 1 -1 1 1 -1 -1
15 -1 1 1 1 -1 1
16 1 1 1 1 1 1
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A54.2.1. Distribuciones de tamaiio
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Figura 54.2.1. Distribuciones de tamafo de emulsiones altamente concentradas de tipo

W/O del sistema modelo obtenidas en los 16 experimentos del d
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A54.3.1. Reogramas: barridos de deformacion
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Figura 54.3.1. Barridos de deformacién de emulsiones altamente concentradas de tipo
W/O del sistema modelo obtenidos en los 16 experimentos del disefio de experimentos

factorial fraccionado.
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A54.3.2. Reogramas: barridos de frecuencia
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Figura 54.3.2. Barridos de frecuencia de emulsiones altamente concentradas de tipo
W/O del sistema modelo obtenidos en los 16 experimentos del disefio de experimentos
factorial fraccionado.

262



9. ANEXOS

A54.3.3. Reogramas: ensayos de fluencia
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Figura 54.3.3. Ensayos de fluencia de emulsiones altamente concentradas de tipo W/O
del sistema modelo obtenidos en los 16 experimentos del disefio de experimentos
factorial fraccionado (shear stress: deformacion de cizalla; shear rate: velocidad de
deformacion).
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A54.4.1. Curvas de liberacion
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Figura 54.4.1. Curvas de liberacion de metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP) y
propilparabeno (PrP), desde emulsiones altamente concentradas de tipo W/O del
sistema modelo a soluciones receptoras, en los 16 experimentos del disefio de
experimentos factorial fraccionado.
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A54.4.2. Valores de significacion en los modelos de liberaciéon de
metilparabeno

Tabla 54.4.2. Valores de significacion (en tanto por uno) de los factores principales y las
interacciones de los modelos hallados para el metilparabeno, y su evolucién con el
tiempo, t (A: porcentaje fase acuosa; B: relacion O/S; C: velocidad de adicién de fase
acuosa; D: velocidad de agitacion; probabilidad maxima debida al azar: 0,1% negrita

cursiva, 1 % negrita, 5 % cursiva, 10 % normal).

t(h) A AA B BB C D AB AC AD BC BD CcDb
4 0,004 | 0,067 | 0,000 - - - - 0,035 | 0,005 - 0,065 -
8 0,016 - 0,000 - - - 0,061 - 0,028 - - -

24 - - 0,000 - 0,025 - 0,009 - 0,006 | 0,041 - -
30 - - 0,000 - 0,048 - 0,000 - 0,001 - - -
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A54.4.3. Valores de significacion en los modelos de liberaciéon de
etilparabeno

Tabla 54.4.3. Valores de significacion (en tanto por uno) de los factores principales y las
interacciones de los modelos hallados para el etilparabeno, y su evoluciéon con el
tiempo, t (A: porcentaje fase acuosa; B: relacion O/S; C: velocidad de adicién de fase
acuosa; D: velocidad de agitacion; probabilidad maxima debida al azar: 0,1% negrita
cursiva, 1 % negrita, 5 % cursiva, 10 % normal).

t(h) A AA B BB C D AB AC AD BC BD CcD
4 0,000 | 0,019 | 0,000 | 0,029 - - - 0,006 | 0,024 - 0,018 -
8 0,000 | 0,072 | 0,000 | 0,075 - - - 0,019 | 0,047 - 0,027 -
24 0,013 - 0,000 - - - - 0,102 | 0,041 - 0,071 0,103
30 |0,009 - 0,000 - - - - 0,054 | 0,014 - 0,051 | 0,027
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A54.4.4. Valores de significacion en los modelos de liberaciéon de
propilparabeno

Tabla 54.4.4. Valores de significacion (en tanto por uno) de los factores principales y las
interacciones de los modelos hallados para el propilparabeno, y su evolucién con el
tiempo, t (A: porcentaje fase acuosa; B: relacion O/S; C: velocidad de adicién de fase
acuosa; D: velocidad de agitacion; probabilidad maxima debida al azar: 0,1% negrita
cursiva, 1 % negrita, 5 % cursiva, 10 % normal).

t(h) A AA B BB C D AB AC AD BC BD CcDb
4 0,000 - 0,000 - - - 0,004 - 0,099 - - 0,026
8 0,000 - 0,000 - - - - 0,020 | 0,068 - 0,056 -

24 | 0,000 - 0,000 - - - - - 0,001 - - -

30 | 0,000 - 0,000 - - - 0,004 - 0,001 - - -
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A54.6.1. Distribuciones de tamaio, barridos de deformacion y
frecuencia de los escalados

Distribuciones de tamafio
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Figura 54.6.1. Distribuciones de tamafio de gota, barridos de deformacién y de
frecuencia obtenidos en los dos escalados. Los nimeros 1, 2 y 3 hacen referencia a las
réplicas.
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9. ANEXOS

A54.7.1. Comparacion de la distribucion de tamaio de la
formulacién éptima con otras formulaciones

Comparacion distribuciones de tamafio para la emulsion optimizada del
sistema solucién acuosa/Span80/aceite de parafina, con emulsiones de igual
composicion de los sistemas solucion acuosa/Span80/escualano, solucién
acuosa/IS-202P/aceite de parafina y  solucion acuosa/IS-202P/escualano
(apartado 5.4.7).

Comparacion para los distintos tensioactivos
. kwallis d, by (nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

ns Obs Rank Sum

Span80 8000 4.80e+07
I15-202P 8000 8.00e+07

chi-squared = 3000.124 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 3000.127 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Comparacion para los distintos aceites

. kwallis d, by(noO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

noO Obs Rank Sum

Aceite de parafina 8000 6.55e+07
Escualano 8000 6.25e+07

chi-squared = 25.102 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 25.102 with 1 d.f.
probability = 0.0001

Comparacion para los distintos tiempos
. kwallis d, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum

0 dias 8000 5.04e+07
1 dia 8000 7.76e+07

chi-squared = 2176.163 with 1 d.f.
probability = 0.0001

chi-squared with ties = 2176.166 with 1 d.f.
probability = 0.0001
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A54.7.2. Comparacion de las propiedades reoldgicas de Ia
formulacién éptima con otras formulaciones

Comparacion de las propiedades reoldgicas de la emulsién optimizada del
sistema solucidon acuosa/Span80/aceite de parafina, con emulsiones de igual
composicion de los sistemas solucion acuosa/Span80/escualano, solucién
acuosa/IS-202P/aceite de parafina y solucién acuosa/IS-202P/escualano
(apartado 5.4.7).

Comparacion para los distintos aceites:

- deformacidn critica
. kwallis critS, by (noO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

no Obs Rank Sum

Aceite de parafina 6 48.00
Escualano 6 30.00
chi-squared = 2.077 with 1 d.f.
probability = 0.1495
chi-squared with ties = 2.084 with 1 d.f.
probability = 0.1488

- “melting strain”
. kwallis meltS, by (noO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

no Obs Rank Sum

Aceite de parafina 6 46.00
Escualano 6 32.00
chi-squared = 1.256 with 1 d.f.
probability = 0.2623
chi-squared with ties = 1.256 with 1 d.f.
probability = 0.2623

- médulo elastico
. kwallis G, by (nO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

no Obs Rank Sum

Aceite de parafina 6 34.00
Escualano 6 44.00
chi-squared = 0.641 with 1 d.f.
probability = 0.4233
chi-squared with ties = 0.641 with 1 d.f.
probability = 0.4233
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Comparacién para los distintos tensioactivos:

- deformacidn critica
kwallis critS, by (nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

nS Obs Rank Sum

Span80 6 21.00

IS-202P 6 57.00
chi-squared = 8.308 with 1 d.f.
probability = 0.0039
chi-squared with ties = 8.337 with 1 d.f.
probability = 0.0039

- “melting strain”

kwallis meltS, by (nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

ns Obs Rank Sum

Span80 6 55.00

IS-202P 6 23.00
chi-squared = 6.564 with 1 d.f.
probability = 0.0104
chi-squared with ties = 6.564 with 1 d.f.
probability = 0.0104

- mddulo elastico
kwallis G, by (nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

nS Obs Rank Sum

Span80 6 56.00

IS-202P 6 22.00
chi-squared = 7.410 with 1 d.f.
probability = 0.0065
chi-squared with ties = 7.410 with 1 d.f.
probability = 0.0065
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A54.7.3. Comparacion de la liberacion de metilparabeno de la
formulacién éptima con otras formulaciones

Comparacion de la liberacién de metilparabeno incorporado en la emulsion
optimizada del sistema solucion acuosa/Span80/aceite de parafina, con
emulsiones de igual composicion de los sistemas solucion acuosa/Span80/
escualano, solucidn acuosa/IS-202P/aceite de parafina y solucién acuosa/
IS-202P/escualano (apartado 5.4.7).

Comparacion para los distintos tensioactivos:
. kwallis MeP, by (nS)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

ns Obs Rank Sum

Span80 12 124.00

IS-202P 12 176.00
chi-squared = 2.253 with 1 d.f.
probability = 0.1333
chi-squared with ties = 2.253 with 1 d.f.
probability = 0.1333

Comparacion para los distintos aceites:
. kwallis MeP, by (nO)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

no Obs Rank Sum

Aceite de parafina 12 150.00
Escualano 12 150.00
chi-squared = 0.000 with 1 d.f.
probability = 1.0000
chi-squared with ties = 0.000 with 1 d.f.
probability = 1.0000

Comparacion para los distintos tiempos:

. kwallis MeP, by (t)

Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

t Obs Rank Sum

8h 12 78.00
24h 12 222.00
chi-squared = 17.280 with 1 d.f.
probability = 0.0001
chi-squared with ties = 17.280 with 1 d.f.
probability = 0.0001
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