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RESUM

Les nano-emulsions sén emulsions, dispersions de dos liquids immiscibles, amb una
mida de gota en el rang nanomeétric, en general, entre 20-200 nm. Degut a la mida de
gota, presenten estabilitat en front a la sedimentaci6 o cremat, una elevada area
interfacial i son transparents o transllcides. Totes aquestes propietats fan que les nano-
emulsions tinguin aplicacions en sectors industrials molt diversos (farmaceutic,
agroquimic, cosmetic i alimentari). Les nano-emulsions sén temodinamicament inestables,
per tant, no es formen espontaniament i és necessari aportar energia al sistema per a la
seva formaci6. Aquesta energia es pot obtenir d'una font externa (p.ex. equips mecanics)
en els anomenats métodes d'alta energia o de I'energia interna quimica dels components
del sistema en els anomenats metodes de baixa energia. Entre els metodes de baixa
energia cal destacar els métodes d'inversié de fases, ja sigui per un canvi de composicié a
temperatura constant (PIC) 6 bé per un canvi de temperatura a composicié constant (PIT).
En aquests métodes durant el procés d’emulsificacié es produeixen transicions de fases
que determinen la mida de gota minima de les nano-emulsions. Aixi, el coneixement del
comportament fasic és un factor clau en I'estudi dels mecanismes de formacié de nano-
emulsions per métodes d'inversi6 de fases.

El principal objectiu de la tesi ha estat el d'estudiar la formacié de nano-emulsions oli-en-
aigua (O/W) per métodes de baixa energia per tal d'aprofundir en els mecanismes de la
seva formacié. Per aix0 es van seleccionar tensioactius no ionics etoxilats que permetessin
la formaci6é de nano-emulsions per diferents métodes de baixa energia. Aixi mateix en la
selecci6 dels components es va tenir en compte que fossin aptes per possibles aplicacions
en el camp farmacéutic o cosmétic. Per aconseguir que el proces d’emulsificacié fos més
eficient es va considerar la formulacié de nano-emulsions a temperatures proximes a la
temperatura d'inversié de fases del sistema. Es van realitzar estudis preliminars amb els
sistemes aigua/Brij30/component olids (dodeca, deca, hexadeca) que van consistir en la
determinaci6 de les temperatures d'inversié de fases mitjancant mesures de conductivitat
en funcié de la temperatura i en |'estudi del comportament fasic a temperatures properes
a aquesta temperatura. Els resultats preliminars obtinguts van evidenciar la presencia de
fases de microemulsié d'estructura O/W properes a la corba de temperatures d'inversié
de fases en el sistema aigua/Brij30/hexadeca.

En el sistema aigua/Brij30/hexadeca es va realitzar un estudi sistematic del comportament
fasic en funcié de la relacié oli-tensioactiu per tal de detectar les fases presents. Aquest
estudi va fer palés que no era possible la preparacié de nano-emulsions per addicié
d'aigua a temperatura constant (métode PIC) atés que la fase de microemulsi6 O/W es
trobava present en tot el interval de composicions d'interés. En consequiencia es van
estudiar altres estratégies per obtenir nano-emulsions O/W a partir de microemulsions
O/W per aquest sistema. Aixi, es va aconseguir formar nano-emulsions O/W a
temperatura constant per un procediment no descrit amb anterioritat que va consistir en
I'addici6 d'un segon tensioactiu més hidrofil. Aquest segon tensioactiu indueix un
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augment de la curvatura del film interficial que forma les gotes de microemulsié
provocant una desestabilitzacié del sistema i en conseqiiéncia la formacié nano-
emulsions sense inversié de fases. D'aquesta manera es van formar nano-emulsions O/W
en el sistema aigua/Brij30/hexadeca per addicié d'un segon tensioactiu a microemulsions
O/W amb un contingut d'aigua del 85% i sense inversid6 de fases a la temperatura
constant de 24°C. Els radis hidrodinamics de les nano-emulsions van ser similars al de les
microemulsions inicials (15-20nm).

Aixi mateix es va estudiar quines eren les fases clau determinants de les propietats de les
nano-emulsions O/W obtingudes mitjancant métodes de baixa energia per addicié
d'aigua a temperatura constant. Per a realitzar aquest estudi es van seleccionar sistemes
dels quals es tenia un coneixement previ del comportament fasic. Es va assolir la formacio
de nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua superior al 85% a la temperatura
constant de 25°C, per a relacions oli-tensioactiu (Ros=0.3-0.7) depenent del sistema, i
amb uns valors de radi hidrodinamic de 25-40nm. En aquests sistemes el métode optim
per a la formacié de les nano-emulsions va ser la incorporacié d'aigua en una Unica
addicié. S'ha de mencionar que l'estabilitat d’aquestes nano-emulsions era inferior a una
hora, tot i que la incorporacié d'esquala a la fase dispersa atenuava la velocitat a la que es
desestabilitzaven per maduracié d'Ostwald. Amb aquest estudi es va posar de manifest
gue la formacié de nano-emulsions es produeix mitjancant tres possibles mecanismes: (a)
per inversié de fases seguit de dilucié de microemulsions O/W, (b) per inversi6é de fases
(PIC), i (c) per dilucié de microemulsions O/W, sense inversié de fases. L'estudi també va
evidenciar que per a la formacié de nano-emulsions un factor clau es la coexisténcia en
una sola fase de tots els components de I'emulsio.

Entre les aplicacions de les nano-emulsions sén de gran interés la seva utilitzacié com a
plantilla per a l'obtencié6 de nanoparticules. En aquesta investigacié s'ha estudiat la
formacié de nano-emulsions i nanoparticules polimériques d'acid poli(lactic-co-glicolic)
(PLGA) aptes per l'aplicacié en el camp de la biomedicina. A la literatura es poden trobar
treballs en els que han investigat I'efecte de la relacié acid lactic: acid glicolic del PLGA,
aixi com la influéncia del pes molecular del PLGA en les caracteristiques de les
nanoparticules que s'obtenen, no obstant, no s’ha trobat cap publicacié en relaci6 a la
influéncia de la concentraci6 del polimer PLGA en les propietats de les nano-emulsions i
de les nanoparticules polimeriques. Aixi un altre objectiu de la tesi ha estat investigar la
influencia de la concentracié de polimer en la formacié i propietats de nano-emulsions i
nanoparticules polimeriques en medi aquos, principalment la mida i I'estabilitat. També es
va estudiar la influéncia de la concentracié de polimer en I'encapsulacié i alliberacié in
vitro d'un principi actiu model, la dexametasona, i es va avaluar la citotoxicitat in vitro de
les nanoparticules polimériques sense i amb principi actiu.
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Per aquest estudi es va seleccionar el sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil).
Es van formar nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua a partir del 45% i fins a
concentracions superiors al 90% i en un ampli interval de relacions oli-tensiactiu
(Ros=0.2-0.8) en funcié del contingut de polimer. L'estudi del comportament fasic va
posar de manifest la preséncia de fases de microemulsié inversa (W/O) i de cristall liquid
laminar, demostrant aixi que es pot produir inversié de fases durant el procés
d'emulsificacio. La regié de formacié de nano-emulsions i la mida de gota augmentava
lleugerament amb el contingut de polimer. Les nano-emulsions obtingudes presentaven
uns valors de radi hidrodinamic en el rang de 7-75nm que augmentava amb el contingut
de polimer en el interval de relacions oli-tensioactiu (Ros=0.55-0.70) estudiat. Aixi mateix
la mida de gota de les nano-emulsions augmentava lleugerament amb la relacié Ros per
a cada concentracié de PLGA estudiada.

Es van preparar les nanoparticules polimeriques, a partir de les nano-emulsions
formulades amb una relacié oli-tensioactiu (Ros=0.6) i 90% d'aigua, pel métode de
I'evaporacié del solvent. El radi hidrodinamic de les dispersions de nanoparticules
polimériques sense principi actiu encapsulat augmentava amb el contingut de polimer i
estava en el interval de 7-55nm. L'encapsulacié del principi actiu produia una disminucié
de la transparéncia de la dispersié de nanoparticules perd no modificava significativament
la mida de les nanoparticules. El percentatge d'encapsulacié del principi actiu va ser
elevat, al voltant del 90%, i no variava amb el contingut de polimer. L'estudi d'alliberacié
del principi actiu de les dispersions de nanoparticules a una solucié receptora a la
temperatura de 25°C va mostrar que era més sostinguda que a partir de la solucié
aquosa, i que l'eficiencia d'alliberacié del principi actiu disminuia al augmentar la
concentracié de polimer. Aixi mateix, I'ajust dels perfils d'alliberacié experimentals a tres
models matematics teorics va confirmar que el mecanisme pel qual el principi actiu
s'alliberava de la dispersid de nanoparticules era per difusié de Fick. Els estudis de
citotoxicitat in vitro van posar de manifest que les dispersions de nanoparticules amb i
sense principi actiu encapulat presentaven percentatges de viabilitat superiors al 70%. Els
resultats obtinguts per aquestes nanoparticules polimériques formulades amb un polimer
biocompatible i biodegradable preparades a partir de nano-emulsions amb un solvent de
baixa toxicitat indiquen que podrien ser d'interés per aplicacions biomédiques.
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INTRODUCCIO

1.1. Nano-emulsions
1.1.1.  Aspectes generals

Les nano-emulsions sén emulsions amb una mida de gota molt petita, en general entre
els 20 i els 200 nm (Tadros, 2004), (Solans, 2005). A la literatura el terme nano-emulsio
també es pot trobar designat com “emulsions submicrometriques” (Benita, 1993),
miniemulsions (El-Aasser, 1984), emulsions ultrafines (Nakajima, 1993), (Nakajima,
1997), microemulsions inestables (Nakajima, 1997) i nanoemulsions (Nakajima, 1993).
Tots aquests termes indiquen que es tracten d’emulsions de mida molt petita. En general
les nano-emulsions presenten un aspecte visual (Figura 1.1) transparent 6 translicid amb
lleugera tonalitat blavosa i tenen baixa viscositat.

Figura 1.1. Aspecte visual de les nano-emulsions

Les nano-emulsions en tant que emulsions son dispersions col-loidals formades per dos
liquids immiscibles entre si en el que un dels liquids (fase interna, dispersa o discontinua)
es troba dispers en l'altre liquid (fase externa, dispersant o continua) en forma de gotes
molt petites i estabilitzades per un o0 més compostos tensioactius (Becher, 1972), (Solans,
2003), (Solans, 2005). En funcid del tipus de fase interna i externa les nano-emulsions
poden ser de tipus oli-en-aigua (O/W), (fase externa aquosa, fase interna oliosa) o tipus
aigua-en-oli (W/O), (fase externa oliosa, fase interna aquosa) (Figura 1.2).

Emulsié O/W Emulsié W/O

0 O] ¢ 10 O
o] 155 O

Figura 1.2. Representacié esquematica d'una emulsié tipus oli-en-aigua (O/W) i d'una emulsié tipus
aigua-en-oli (W/O).
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Les nano-emulsions sén sistemes termodinamicament inestables. Aixd és degut a
I'elevada energia lliure (yAA) associada a la formaci6 de la interficie aigua-oli. L'energia
lliure (AG) de formaci6 d’'una emulsié es pot expressar mitjancant I'equacié de Gibbs:

AG = YAA—TAS (Equacié 1.1)

on y és la tensié interficial entre les dues fases, AA és l'increment de |'area interficial, T és
la temperatura i AS és I'increment de I'entropia (Tadros, 1983), (Tadros, 2004).

Atés que en les emulsions el terme de I'entropia AS és positiu i negligible, el terme TAS
no pot ser compensat pel terme yAA el qual és gran degut a I'elevada area interficial
generada en la formacié d'un gran nombre de gotes. En consequéncia, I'energia lliure de
Gibbs AG és positiva i per tant és necessari un suministre d’energia per a la formacié
d’'emulsions (Walstra, 1993).

Les nano-emulsions que presenten un aspecte transparent sovint es confonen amb les
microemulsions. Les microemulsions sén sistemes que presenten un valor de tensid
interficial y entre les fases oliosa i aquosa tan baix que I'energia lliure de Gibbs AG és
negativa i en consequéncia sén termodinamicament estables, a diferencia de les nano-
emulsions que no ho sén (Danielsson, 1981), (Solans, 1997), (Tadros, 2004). Malgrat
que les nano-emulsions son sistemes termodinamicament inestables, poden presentar
una elevada estabilitat cinética si s'optimitzen les propietats del sistema, principalment si
es selecciona el tensioactiu(s) adequat(s).

1.1.2. Sistemes Tensioactius

Els tensioactius son molécules amfifiliques que consten d'una part hidrofila i una part
lipofila (Winsor, 1948) (Figura 1.3). La part lipofila consisteix, en general, en una cadena
alquilica lineal o ramificada i té afinitat amb la fase oliosa mentre que la part hidrofila
presenta afinitat amb la fase aquosa. En funcié de la dissociacié en medi aquds els
tensioactius es classifiquen en ionics, no ionics i amfoters (Taula 1.1).

Part Part lipofila
hidrofila

Molécula de tensioactiu

Figura 1.3. Representacié esquematica d'una molécula de tensioactiu.
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Taula 1.1. Classificacié dels tensioactius.

Tipus de

. . Descripcio Exemple
tensioactiu

La part hidrofila es dissocia en medi aquos en
lonic un anid (6 catid) portador de les propietats de Dodecil sulfat de sodi, ...
superficie i en un contraié cationic (anionic)

Monolaurats de sorbitans,
No ionic No es dissocia en medi aquds eters d'alcohols grassos
polietoxilats, ...

La part hidrofila esta carregada positivament

Amfoter Alquil betaines, amfolits, ...

o negativament depenent del pH del medi.

Els tensioactius s'adsorbeixen de manera espontania a les interficies aigua-oli i s‘orienten
amb la finalitat d'evitar interaccions desfavorables, és a dir, la part hidrofila en el medi
hidrofil i la part lipofila en el medi lipofil. Les molecules de tensioactiu disminueixen la
tensié interficial i en consequéncia I'energia necessaria per al procés d'emulsificacio, i
augmenten l'estabilitat de les gotes de la fase dispersa.

En la present tesi es van utilitzar principalment tensioactius no ionics ja que sén menys
irritants que els tensioactius ionics.

- Nombre HLB

El nombre HLB (Ny.5) és un dels parametres importants en I'eleccié del tensioactiu
adequat. Es defineix com el balang hidrofil-lipofil, que relaciona de manera quantitativa la
part hidrofila i lipofila del tensioactiu. Aquest terme va ser introduit per Griffin (Griffin,
1949), (Griffin, 1954). En el cas dels tensioactius no ionics el Nuis es calcula mitjancant la
segiient equacio:

Nuip = —— x 20 (Equacio 1.2)

H+L

on H i L son els percentatges en pes de la part hidrofila i lipofila del tensioactiu,
respectivament, i el nimero 20 és una escala arbitraria.

Posteriorment el mateix autor va desenvolupar lI'equacié 1.3 per a calcular aquest
parametre en tensioactius no ionics etoxilats:

Nyg = g (Equacié 1.3)

on E correspon a la fraccié en pes de la cadena etoxilada del tensioactiu.
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Els tensioactius amb un Ny, 5 superior a 10 tenen un comportament hidrofil mentre que
els tensioactius amb un Ny, g inferior a 10 presenten un comportament lipofil. El Ny, 5 és
un parametre molt utilitzat per predir l'activitat interficial aixi com una eina atil per
proposits de formulacié. La Taula 1.2 relaciona els intervals de Ny, 5 i les propietats del
tensioactiu.

Taula 1.2. Propietats dels tensioactius en funcié del Ny .

Nyis Aplicacio

4-8 Antiespumant

7-11 Emulsionant W/O
11-14 Agent humectant
12-16 Emulsionant O/W (detergent)
16-20 Solubilitzant

No obstant, s’ha de mencionar que I'equacié 1.2 i I'equacié 1.3 només tenen en compte el
tensioactiu perd no altres parametres com la temperatura, la pressio, la salinitat, la
utilitzacié de co-tensioactius, la interaccié entre els components del sistema i el volum de
la fraccio de la fase dispersa. Aixi, en sistemes aigua/tensioactiu no ionic etoxilat/oli quan
la temperatura augmenta les cadenes etoxilades de la part lipofila del tensioactiu es
deshidraten i les propietats del tensioactiu canvien de hidrdfiles a lipofiles. Aquest canvi
en la solubilitat del tensioactiu indueix una inversié de fases del tipus oli-en-aigua O/W al
tipus aigua-en-oli W/O. Es per aixd que Shinoda va proposar un nou concepte pels
tensioactius no ionics de tipus etoxilat anomenat la temperatura d'inversi6 de fases (Ty.p)
6 PIT (Shinoda, 1968), (Kunieda, 1982) que té en compte tots els components del
sistema i la temperatura. Per aquest motiu la Ty p €s un parametre utilitzat en aquest
tipus de sistemes per a predir el tipus d'emulsié a una temperatura determinada.

- Parametre critic d’empaquetament

El parametre critic d'empaquetament (CPP) “critical packing parameter” permet predir
I'estructura que adoptara un tensioactiu a partir de la seva estructura quimica
(Israelachvili, 1976). Aquest parametre es calcula a partir de I'equaci6 1.4:
cpp= 2 (Equacié 1.4)
ag-L

on V; és el volum ocupat per la part hidrocarbonada del tensioactiu, a;, és l'area per
molecula de tensioactiu i . és la longitud maxima de la cadena hidrocarbonada de
tensioactiu.
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1.1.3. Comportament fasic de sistemes tensioactius

L'estudi del comportament fasic d’'un sistema tensioactiu permet obtenir informacié
global i sistematica de les fases que estan en equilibri, i del tipus d'agregats
supramoleculars que es formen en funci6 de la temperatura. Els resultats del
comportament fasic es representen mitjancant diagrames de fases.

La regla de fases de Gibbs determina el nombre de fases en equilibri possibles del sistema
en unes condicions determinades (Equacié 1.5).

F=C+2-P (Equacié 1.5)

Aixi el nombre de fases (P) que poden coexistir en un sistema depén del nombre de
components del sistema (C) i del nombre de graus de llibertat (F), que son la temperatura,
la pressio i la composicié. D’aquesta manera, en un sistema aigua/tensioactiu/oli amb una
fase, es poden tenir un maxim de quatre graus de llibertat.

En un sistema aigua/tensioactiu/oli el comportament fasic es representa generalment
mitjangant un triangle equilater (Figura 1.4). Cada vértex (p. ex. S) representa 100% d'un
dels components, mentre que una aresta (p.ex. W-O) representa composicions binaries
amb un 0% del component del vértex oposat. Les composicions de l'interior del triangle
estan formades pels tres components del sistema.

Brij 308

M)

(W, +L,+0)

e

T
water VLaD) Decane

Figura 1.4. Representaci6 grafica mitjancant un triangle equilater d'un diagrama de fases ternari a
temperatura constant de 25°C del sistema aigua/Brij30/deca. (On: fase liquida isotropa, L,: fase de
cristall liquid laminar, D" fase liquida birrefringent al moviment, Wy: microemulsié O/W, W: fase
liquida aquosa, O: fase liquida oliosa, M.c: multifasic amb cristall liquid laminar) (Forgiarini, 2001).
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La representacié de diversos diagrames de fases ternaris mitjancant un triangle equilater
a diferents temperatures donen lloc a un prisma triangular o prisma de fases. En |'estudi
del comportament fasic en general es solen determinar seccions del prisma de fases. Una
de les seccions més estudiades és la variaci6 de la temperatura en funcié de la
concentracié d'aigua mantenint la relacié oli-tensioactiu (Ros) constant, o la variacié de la
temperatura en funcié de la concentracié de tensioactiu mantenint la relacié oli-aigua
(Row) constant.

- Tipus de fases dels sistemes tensioactius
El tipus de fases que es poden formar en un sistema tensioactiu depenen del tipus de
tensioactiu, de la seva concentracié, de la temperatura i de la presencia d'altres
components. La Taula 1.3 mostra les principals fases liquides i de cristall liquid dels

sistemes tensioactius.

Taula 1.3. Nomenclatura i descripcié de les principals fases d'un sistema tensioactiu.

Nomenclatura Descripcio
Fase liquida isotropa de solucions micel-lars o microemulsions, d’estructura
L1, Dy
O/W.
L. D Fase liquida isotropa i transparent de solucions micel-lars o microemulsions,
e d'estructura W/O.
Ls Fase liquida transparent, estructura tipus esponja.
D’ Fase liquida birefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
! pellicula interficial del tensioactiu cap a I'oli (curvatura concava o positiva).
D’ Fase liquida birefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
: pellicula interficial del tensioactiu cap a I'aigua (curvatura convexa o negativa).
L Fase anisotropa i lleugerament viscosa que correspon a una fase de cristall
@ liquid laminar.
H Fase anisotropa, transparent i molt viscosa que correspon a una fase de cristall
! liquid hexagonal directe.
H Fase anisotropa, transparent i molt viscosa que correspon a una fase de cristall
: liquid hexagonal invers.
| Fase isotropa, transparent i molt viscosa que correspon a un cristall liquid cibic
! (estructura micel-lar directa).
| Fase isotropa, transparent i molt viscosa que correspon a un cristall liquid cubic
2 (estructura micel-lar inversa).
v Fase isotropa, transparent i molt viscosa, que correspon a un cristall liquid
! cubic (estructura bicontinua directa).
v Fase isotropa transparent i molt viscosa, que correspon a un cristall liquid cibic
2 (estructura bicontinua inversa).
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- Microemulsions

Les microemulsions son sistemes col-loidals diferents de les nano-emulsions tot i que
poden presentar aspectes visuals i mides de gota semblants. Es defineixen com solucions
col-loidals isotropes termodinamicament estables on dos liquids immiscibles formen una
sola fase macroscopica. La interficie aigua-oli esta estabilitzada per un tensioactiu amb
propietats hidrofiles-lipofiles equilibrades. Degut a la transparéncia optica que presenten
tenen una mida caracteristica de 100 nm. Les microemulsions poden ser directes (O/W),
en el que I'oli forma els microglobuls o inverses (W/O) en el que és I'aigua que forma els
microglobuls (Danielsson, 1981), o bé bicontinues, on tant I'aigua com l'oli sén fases
continues, presenten una major viscositat que les microemulsions directes i inverses i
poden ser birefringents al moviment al ser observades mitjangant polaritzadors creuats
(Scriven, 1976).

Esta descrit que la presencia de fases de cristalls liquids laminars i/o fases de
microemulsié bicontinua (Forgiarini, 2001), (Morales, 2003), (Sadurni, 2005), durant el
procés d'emulsificacié afavoreixen la formacié de nano-emulsions de mida de gota petita
i uniforme. En conseqiiencia és necessari el coneixement del comportament fasic dels
sistemes aigua/tensioactiu(s)/oli(s) objectes d'estudi.

1.1.4. Estabilitat de nano-emulsions

Les emulsions (aixi com les nano-emulsions) degut a la seva inestabilitat termodinamica
tendeixen a la separacid en dues o més fases. Aquest procés anomenat separacié de fases
pot esdevenir a través de varis mecanismes de desestabilitzaci6 que inclouen la
sedimentaci6 6 cremat, la floculacid, la coalescéncia i la maduracié d'Ostwald (Figura 1.5).
Aquests mecanismes es poden produir simultaniament o consecutivament. El mecanisme
predominant depén del tipus d’emulsié, de la mida de gota, del components de I'emulsid,
i del métode de preparacié de I'emulsi6.

Les nano-emulsions sén estables en front a la sedimentacié 6 cremat, i el mecanisme de
desestabilitzacié predominant és la maduracié d'Ostwald. S’ha de destacar que la
sedimentaci6 6 cremat i la floculacié sén processos reversibles, contrariament als
processos de coalescencia i maduracié d'Ostwald.

A continuacié es descriuen breument en que consisteixen cada un dels mecanismes de
desestabilitzacié posant especial émfasi en el principal mecanisme de desestabilitzacié de
les nano-emulsions (maduracié d'Ostwald) (Taylor, 1994), (Katsumoto, 2000b),
(Izquierdo, 2002), (Tadros, 2004).
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Emulsié (O/W) inicial

Nok
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Maduracié
Cremat Sedimentacié Ostwald Floculacio Coalescéncia
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Separacio de fases

Figura 1.5. Representacié esquematica dels mecanismes de desestabilitzacié en una emulsié O/W.

- Sedimentacié o cremat

La sedimentacid o cremat es produeixen a consequéncia de la diferéncia de densitats
entre la fase dispersa i la fase continua (Figura 1.5) (Tadros, 1983). Degut a I'efecte de la
gravetat les gotes migren cap a la part superior en el cas del cremat i cap a la part inferior
en el cas de la sedimentacié. La velocitat de migracié es pot calcular mitjancant la llei
d'Stokes (Equacié 1.6):

_ 2(pa—pAgr?
9

(Equacié 1.6)

on pg és la densitat de la fase dispersa, p. és la densitat de la fase continua, g és la
gravetat, r és el radi de les gotes i n és la viscositat de la fase continua.

La velocitat de migracié es pot reduir si es disminueix la diferéncia de densitats entre les
dues fases, augmentant la viscositat de la fase continua i/o disminuint el radi de la gota.
En el cas de les nano-emulsions degut a que la mida de gota és molt petita, la velocitat
de migraci6 és baixa i el moviment brownia, que és relativament alt per gotes petites,
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supera la velocitat de qualsevol procés de migracié. En conseqliéncia, degut a la seva
mida de gota petita, les nano-emulsions sén estables en front a la sedimentacié o cremat
(Tadros, 2004), (Mason, 2006), (McClements, 2010).

- Floculacié

La floculacié consisteix en I'agregacié de les gotes sense que es trenqui la pellicula
interficial que les separa (Figura 1.5) (Tadros, 1983), (Binks, 1998). L'agregacié és
produeix quan les forces atractives son majors que les forces repulsives. Degut a la mida
petita que presenten les nano-emulsions, la curvatura del film interficial és elevada i per
tant la regié de contacte entre les gotes és baixa, en conseqliéncia, es redueix la
probabilitat de que dues gotes s'agreguin. Es per aquesta rad que alguns autors
consideren que les nano-emulsions son estables en front la floculacié (Tadros, 2004).
Una altra hipotesi considera que la velocitat de floculacié depen de quantes vegades les
gotes es troben i quant de temps romanen en contacte. En el cas de les nano-emulsions
en les que les gotes sén petites el moviment Brownia és elevat i per tant la probabilitat de
collisié entre les gotes augmenta. Es per aquesta rad que altres autors consideren que les
nano-emulsions es poden desestabilitzar mitjancant la floculaci6 (Wang, 2008). No
obstant, I'addicié de tensioactius no idnics (que actuen com a barrera estérica degut a la
voluminositat dels grups hidrofils) o I'addicié de tensioactius ionics (els quals augmenten
la carrega superficial de la gota i actuen aixi com a barrera electrostatica) poden reduir la
floculacié (Solans, 2003).

- Coalescéncia

La coalescencia és el procés pel qual dues o més gotes collisionen, es trenca el film
interficial que les separa i es fusionen formant una gota de volum igual al de les gotes
fusionades. En sistemes concentrats la velocitat de coalescéncia es pot calcular mitjancant
la seglient expressié (Equacio 1.7) (Deminiére, 1998).

% = %— 8?” wt (Equacié 1.7)

onrir, sén el radi promig de les gotes a temps t i a temps zero respectivament, w és la
freqliéncia de ruptura per unitat de superficie de la pel-licula interficial. Aixi, la inversa del
guadrat de la mida de les gotes és funcié lineal del temps. Hi han estudis que descriuen
I'estabilitat de les nano-emulsions en front la coalescéncia suposant que les gotes es
comporten com a esferes rigides el que comportaria que fos impossible el trencament del
film interficial que les separa (Katsumoto, 2000a).
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- Maduracié d’'Ostwald

La maduracié d'Ostwald és un procés en el qual la mida promig de les gotes augmenta
amb el temps degut a la difusié de les molécules de la fase dispersa de les gotes petites a
les més grans. Aixo és degut al augment de la solubilitat de la fase dispersa al disminuir la
mida de gota, en consequencia, el component oliés que forma les gotes tendeix a
dissoldre’s i es difon a través de la fase continua i recondensa en les gotes més grans, el
que implica un augment de la mida de gota promig. Com ja s'ha descrit anteriorment la
maduracié d'Ostwald és el principal mecanisme de desestabilitzacié de les nano-
emulsions. La pressié de Laplace és molt gran en les gotes petites mentre que en les
gotes grans és petita. En conseqiliéncia, com més gran és la diferéncia en les diferéncies
de la pressié de Laplace i la velocitat de difusié major és la polidispersitat de la nano-
emulsio.

La Figura 1.6 mostra una representacié esquematica del procés de desestabilitzacié de la
nano-emulsié pel mecanisme de maduracié d'Ostwald.

Nano-emulsié O/W Macroemulsio

O@é OQO ° ) )
O (@)
OQO oOO @ . K .

Figura 1.6. Representacié esquematica del procés de desestabilitzacié d'una nano-emulsié pel
mecanisme de maduraci6 d’'Ostwald.

O
O

La velocitat a la que es produeix la maduracié d'Ostwald es pot determinar a partir de
I'Equacié 1.8 (Lifshitz, 1961) i es coneix com a teoria LSW (Lifshitz-Slyozov-Wagner):
dré 8 Coo'V'Vin'D

©= T8 T pRT (Equacié 1.8)

on 7, és el radi critic del sistema a un temps determinat t (radi que a partir d'un
determinat temps es manté constant), p és la densitat de la fase dispersa, i D és el
coeficient de difusié de la fase dispersa en la fase continua. El radi critic augmenta amb el
temps com a conseqiéncia de la difusié del oli de la fase dispersa de les gotes petites cap
a les gotes grans. S'assumeix que les gotes de la fase dispersa son esferiques, que la
distancia entre les gotes és més gran que el seu diametre, i que la cinética esta controlada
per la difusié molecular de la fase dispersa en la fase continua. Segons I'equacié 1.8 hi ha
una relacio lineal entre 3 i t , i el pendent de la recta indica la velocitat de maduracié.
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1.1.5. Preparaci6 de nano-emulsions

La formaci6 de gotes de mida nanometrica per a generar nano-emulsions necessita d'un
suministrament d'energia. Aquesta energia es pot obtenir d'una font externa (p.ex. equips
mecanics) en els anomenats métodes d'alta energia o de |'energia interna quimica dels
components del sistema, en els anomenats métodes de baixa energia.

En els métodes d'alta energia la mida de gota de les nano-emulsions depén de la
quantitat d'energia suministrada, mentre que en els métodes de baixa energia la mida de
gota depén de les propietats fisico-quimiques del sistema. La Figura 1.7 mostra una
possible classificacid dels metodes de preparacié de les nano-emulsions.

Meétodes de preparacié de nano-emulsions

v v
Métodes d’alta energia Métodes de baixa energia
l Sense inversié de fases Amb inversi6 de fases
= Sistemes rotor-estator
= Sistemes d'alta-pressio l

= Sistemes d'ultrasons P .
Auto-emulsificacié per diluci A temperatura A composicié constant
= Metodes microfluidics P P

constant a partirde la Ty
= Metodes de membrana \L L

Sense Amb
tensioactiu tensioactiu PIC PIT
Efecte “Ouzo” A partir de

microemulsions o altres
agregats de tensioactiu

Figura 1.7. Classificacié esquematica dels métodes de preparacié de nano-emulsions.

A continuacio6 es descriuran ambdds tipus de métodes amb una explicacié més amplia en
els métodes de baixa energia ja que han estat els métodes utilitzats en la present tesi.

1.1.5.1. Meétodes d’alta energia

Els métodes d'alta energia utilitzen equips mecanics per a generar la forca necessaria per
a produir gotes molt petites (Maali, 2013). Els equips mecanics més utilitzats en la
preparaci6 de nano-emulsions sén els sistemes “Rotor-Estator” (p.ex. mescladors,
agitadors), els sistemes d‘alta-pressié (p.ex. homogeneitzadors), i els sistemes
d’ultrasons (p.ex. sonda d'ultrasons). Aixi mateix, hi han altres métodes d'alta energia que
han estat desenvolupats en els darrers anys, com son els métodes microfluidics que
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generen gotes monodisperses amb un baix consum d'energia, i els métodes de
membrana (Joscelyne, 2000), (Koroleva, 2012).

Durant el procés d’emulsificacio, les gotes es trenquen si la forca de deformacié causada
per I'energia mecanica aplicada al sistema sobrepassa la pressié de Laplace, que és la
forca interficial que actua contra la deformacié de les gotes. De I'equacié 1.9 es dedueix
gue com més petites siguin les gotes que es vulguin obtenir més energia sera necessaria
suministrar al sistema.

P, = 271/ (Equacié 1.9)

on y és la tensi6 interficial i r el radi de la gota esfeérica.

Els sistemes rotor-estator son ampliament utilitzats per emulsionar liquids que
presenten una viscositat mitjana-elevada. Al augmentar la intensitat de I'energia
suministrada es pot reduir significativament la mida de gota, no obstant, en general no
s'obtenen mides de gota inferiors a 200nm.

Els sistemes d’alta-pressié poden treballar a una pressié de 50-350 MPa (Solans, 2005).
Aixi mateix, es poden utilitzar a baixes i a altes temperatures. Parametres del procés
d'emulsificacié com la temperatura, la pressidé, nombre de cicles, aixi com parametres de
formulacié com el tipus i la concentracié dels olis i tensioactius poden afectar les
propietats i estabilitat de les nano-emulsions (Petersen, 2012). En general, la mida de
gota de I'emulsié disminueix al augmentar la pressié i el nombre de cicles (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Efecte de la pressié en la mida de gota de nano-emulsions en funcié del nimero de cicles
per a diferents pressions utilitzant 5% de tensioactiu Tween 40 a 40°C (Petersen, 2012).

Els sistemes d’ultrasons sén molt eficients en la reduccié de la mida de gota, no obstant,
aquest metode és més adequat per a ser utilitzat a escala de laboratori 6 per a lots petits.
El temps de sonicacié té un efecte important en la mida de gota. L'augment del temps de
sonicacié produeix un augment de I'energia suministrada al sistema el que indueix una
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disminucié de la mida de gota. No obstant, hi ha un limit a partir del qual si s'augmenta el
temps de sonicacié la mida de gota es manté invariable (Maali, 2013).

1.1.5.2. Metodes de baixa energia

En els métodes de baixa energia s'utilitza I'energia quimica continguda en el sistema per a
generar gotes petites, de mida nanométrica. En general, els métodes de baixa energia
produeixen gotes més petites i més uniformes que els metodes d'alta energia.
Contrariament als métodes d'alta energia, els métodes de baixa energia tenen un baix
consum d'energia degut a que els equips utilitzats sén agitadors tipus vortex. Es per
aquesta rad que es prefereix la utilitzacié de metodes de baixa energia als d'alta energia
en la produccié de nano-emulsions a gran escala ja que suposa un menor cost economic.
Aixi mateix, els metodes de baixa energia sén molt utilitzats en la preparacié de nano-
emulsions per aplicacions farmaceutiques com en I'encapsulacié de principis actius ja que
aquests es podrien descomposar per aplicacié d'elevada cisalla dels metodes d'alta
energia. Per totes aquestes raons els métodes de baixa energia han despertat un gran
interés en els darrers anys.

Els métodes de baixa energia es poden classificar en funcié de si es produeix inversi6é de
la curvatura del film interficial o no durant el procés d’emulsificacié. Aixi, els métodes de
baixa energia es divideixen en dues categories: d’auto-emulsificacié o emulsificacio
espontania i d’'inversié de fases. La formacié de nano-emulsions per auto-emulsificacio
s'origina per la rapida difusié del tensioactiu i/o les molecules de solvent de la fase
dispersa a la fase continua, mentre que la formacié de nano-emulsions pels métodes
d'inversié de fases es produeix per les transicions de fases que es formen durant el procés
d'emulsificacié (Solans, 2012).

1.1.5.2.1. Metodes d’'auto-emulsificacié (o emulsificacié espontania)

Els métodes d'auto-emulsificacié o d’emulsificacié espontania van ser descrits per primera
vegada el 1878 per Miller (Miller, 1988). Aquest métode aprofita I'energia quimica
alliberada degut al procés de dilucié en la fase continua, en general a temperatura
constant, o mitjangant una suau agitacié mecanica per a formar I'emulsi.

Una emulsié O/W es forma quan una solucié d’oli en un solvent organic soluble en aigua
(p.ex. acetona, etanol) es barreja amb aigua; el solvent organic polar difon en I'aigua
donant lloc a una solucié supersaturada d'oli en aigua. El sistema evoluciona formant
gotes d'oli en una fase continua aquosa (Miller, 1988), (Landreau, 2009). La viscositat de
I'oli, el Nue i la miscibilitat del solvent amb aigua sén parametres importants en la

21



INTRODUCCIO

determinacié de la qualitat de la nano-emulsi6 final obtinguda per aquest meétode
(Bouchemal, 2004).

Esta descrit la preparaci6 de nano-emulsions per emulsificacié espontania utilitzant
copolimers tipus bloc (caprolactona i oxids d'etile) i diversos tipus d'olis per aplicacions
farmacéutiques. Li et al.,, han formulat nano-emulsions amb un agent de contrast no toxic
per imatge (x-ray imaging) mitjancant emulsificacié espontania, les quals han mostrat una
elevada estabilitat, biocompatibilitat i baixa toxicitat (Li, 2013). Aixi mateix, s’han preparat
nano-emulsions cationiques mitjangant emulsificacié espontania com sistemes
d'alliberacié (Fraga, 2011). La mida de gota d'aquests tipus de nano-emulsions sembla
ser que esta més afectada per la velocitat de difusié del solvent organic en aigua que per
la composicié de la formulacié.

També es poden formar nano-emulsions O/W i W/O per emulsificacié espontania sense
tensioactiu, és I'anomenat efecte Ouzo (Bouchemal, 2004), (Botet, 2012), (Bozeya,
2013). L'Ouzo és un licor d'anis grec. Els principals components de I'Ouzo sén el trans-
anetol (aprox. 0.2% en volum), etanol (aprox. 45% en volum) i aigua (aprox. 55% en
volum). L'anetol es practicament insoluble en aigua, perd soluble en una mescla
d'etanol/aigua. Quan s'afegeix una gran quantitat d'aigua algunes molécules d'alcohol es
mouen de la fase organica cap a la fase aquosa, provocant la supersaturacié de I'oli i la
seva nucleacié formant gotes petites de manera espontania (Vitale, 2003). Vitale i Katz
han descrit que la mida de gota promig, la distribucié de mida, i el nombre de gotes sén
controlables (dins d'un rang limitat) si es canvia les proporcions dels tres components, les
seves densitats, la solubilitat entre ells, i la temperatura. Altres estudis han descrit que el
creixement inicial de les gotes de manera espontania és degut a la difusi6 molecular,
maduracié d'Ostwald, el qual esta molt influenciat per la concentracié d'oli i alcohol
presents (Sitnikova, 2005). Aixi mateix, |'estabilitat de les emulsions (uns mesos) sense
floculacié aparent o coalescencia les fa adequades com a sistemes d'alliberacié eficients
de principis actius. L'efecte Ouzo es pot utilitzar com un meétode d’emulsificacié per
preparar una gran varietat de dispersions aquoses, com nanocapsules, nanoesferes, inclos
liposomes o vesicules (Ganachoud, 2005).

La formaci6 de nano-emulsions mitjancant auto-emulsificacié per dilucié de
microemulsions O/W amb alcohol com a co-tensioactiu va ser descrit per primera vegada
per Taylor i Ottewill (Taylor, 1994) en el sistema aigua/SDS/pentanol/dodeca. La dilucié
de la microemulsi6é en aigua produeix una disminucié de la concentracié de tensioactiu,
d'aquesta manera les gotes deixen de ser termodinamicament estables ja que la
concentracié de tensioactiu no és suficientment elevada per mantenir una tensio
interficial prou baixa necessaria per tenir una estabilitat termodinamica de la
microemulsié. Aquest augment de la tensié interficial fa el sistema inestable i les gotes
tendeixen a augmentar formant aixi la nano-emulsié.
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Solé et al. han estudiat la relacié entre el procediment de dilucié de I'estructura de la
microemulsié inicial (O/W 6 W/O) i les propietats de les nano-emulsions resultants,
utilitzant sistemes similars als de Taylor i Ottewill. Els estudis han mostrat que es poden
obtenir nano-emulsions de la mateixa mida de gota a partir de microemulsions O/W i
W/O mitjangant el procediment de dilucié adequat i de la composicid. Si s'inicia
I'emulsificacié a partir de microemulsions O/W, s'obtenen sempre nano-emulsions de
mida petita, independentment del procediment de dilucié i de la composicié. S'’ha de
mencionar que no hi ha inversié del film interficial de tensioactiu durant el procés
d’emulsificacié. Contrariament, si s'inicia I'emulsificacié a partir de microemulsions W/O
els resultats depenen del procediment de dilucié i/o de la composici6 inicial (Solé, 2012).
Les nano-emulsions també es poden preparar per diluci6 amb aigua a partir d'altres
agregats de tensioactius diferents de les microemulsions. Aixi, s’ha descrit la formacié de
nano-emulsions O/W per dilucié amb aigua de fases de cristall liquid cubic (Solé, 2006),
(Maestro, 2008). Els estudis de comportament fasic van mostrar la preséncia de fases de
cristall liquid cubic a unes determinades relacions oli-tensioactiu (Ros) i a continguts
d'aigua relativament alts. Els estudis mostren que és necessari assolir I'equilibri en les
fases de cristall liquid cubic que es formen durant el procés d'emulsificacid per tal
d'obtenir mides de gotes petites. A més, també és necessari que la regi6 de cristall liquid
es trobi propera a la zona on la nano-emulsi6 es forma. La caracteritzacié del sistema va
confirmar que la mida de gotes de les micel-les que formen la fase cibica era el mateix o
lleugerament més petit que la mida de gota de les nano-emulsions que es van obtenir.

1.1.5.2.2. Meétodes d’inversié de fases

Aquests métodes utilitzen I'energia quimica alliberada en les transicions de fases que es
formen en el sistema durant el procés d’emulsificacié. El coneixement del comportament
fasic és important quan s'empren aquests métodes, ja que les fases implicades en el
procés d'emulsificacié juguen un paper important en I'obtencié de nano-emulsions amb
la minima mida de gota i baixa polidispersitat. No obstant, la cinética del procés
d'emulsificacié té també un paper important en les propietats de les nano-emulsions
resultants, sobretot si fases que presenten una elevada viscositat (p.ex. fases de cristall
liquid cubic o hexagonal) es formen durant I'emulsificacié (Solans, 2012). En aquests
metodes es produeix una inversio de la curvatura del film interficial de positiva a negativa
o viceversa a través d'estructures amb curvatura zero. Esta descrit que les estructures que
presenten una curvatura del film interficial de tensioactiu nul-la (p.ex. microemulsions
bicontinues o fases de cristall liquid laminar) sén les que determinen la mida de la nano-
emulsio final, (Forgiarini, 2001), (Morales, 2003), (Fernandez, 2004), (Izquierdo, 2004),
(Sadurni, 2005), (Solans, 2005), (Morales, 2006), (Wang, 2008), (Sonneville-Aubrun,
2009), (Roger, 2010), (Roger, 2011).
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Aquestes transicions de fases es poden generar mantenint la composicié constant i
variant la temperatura des de la Tus en les que les propietats hidrofiles-lipofiles estan
equilibrades, a temperatures més baixes (per obtenir O/W) 6 a temperatures més altes
(per obtenir W/O), és I'anomenat métode d’inversié per canvi de temperatura "Phase
Inversion Temperature” (PIT), o bé mantenint la temperatura constant, l'anomenat

P

metode d’inversié per canvi de composicié “Phase Inversion Composition” (PIC).

- Metode d’inversio de fases per canvi de temperatura (PIT)

El métode PIT va ser introduit per primera vegada per Shinoda I'any 1968 i es basa en els
canvis en la curvatura espontania del film interficial del tensioactiu a la interficie oli-aigua
amb la temperatura (Shinoda, 1969). Aquest meétode només pot ser emprat amb
tensioactius sensibles a canvis amb la temperatura, p.ex. els tensioactius no ionics de tipus
etoxilat en que els canvis de temperatura provoquen un canvi en la hidratacié de les
cadenes d'oxid d'etilé i aix0 indueix un canvi en la seva curvatura. D'aquesta manera, a
baixes temperatures aquests tensioactius son hidrofils donat que les cadenes d'oxid
d'etilé estan hidratades i el film interficial de tensioactiu presenta una curvatura positiva.
Al augmentar la temperatura es produeix una deshidratacié de les cadenes d'oxid d'etilé i
aquests tensioactius es converteixen en lipofils i la curvatura espontania del film interficial
esdevé negativa. A temperatures intermitges, I'anomenada Ty 5, les propietats hidrofiles i
lipofiles del tensioactiu estan equilibrades i la curvatura del film interficial és zero
(Shinoda, 1968).

El procediment per obtenir nano-emulsions pel metode PIT consisteix en la preparacié de
la mostra a la temperatura d'inversi6 de fase (PIT) o la temperatura Ty , On les
propietats hidrofiles i lipofiles estan equilibrades i els valors de tensié interficial sén
baixos, i en consequéncia es facilita I'emulsificacié. En aquestes condicions es poden
obtenir mides de gota molt petites. No obstant, donat que la curvatura del film interficial
de les gotes petites és molt elevada i al voltant de la Ty, 5 la curvatura espontania del film
interficial de tensioactiu és proxima a zero, els fendmens que s'oposen a la coalescéncia
sén baixos i per tant la velocitat de coalescéncia de les gotes és molt elevada (Shinoda,
1969), (Kabalnov, 1996). En conseqiiéncia, a la Ty, tot i que I'emulsificacié en gotes
molt petites esta afavorida, les emulsions sébn molt inestables. La temperatura ha de ser
canviada de manera brusca de la Ty, refredant o escalfant segons es vulgui obtenir
emulsions O/W o W/O, respectivament, per tal de generar nano-emulsions cinéticament
estables. Si el refredament o I'escalfament no és prou rapid la coalescéncia domina el
procés i es formen emulsions polidisperses. Kunieda va demostrar la relacié lineal entre la
Tyip i €l Ny p del tensioactiu (Kunieda, 1985c¢):

Tue = Koit (Nyrg — Now) (Equaci6 1.10)
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on K,; és una constant que té un valor proper a 17 i és independent del tipus d'oli
estudiat. En canvi, el N,; és un parametre que varia molt en funcié de I'oli (Kunieda,
1985c¢). S’ha de mencionar que I'equacié 1.10 és valida per a sistemes ternaris purs i que
per tant no es pot aplicar en sistemes comercials, atés que en aquests sistemes el PIT
depén de la concentracié de tensioactiu a la mescla.

Els estudis de comportament fasic han mostrat que les nano-emulsions obtingudes pel
meétode PIT utilitzant tensioactius no ionics del tipus etoxilat presenten la menor mida de
gota quan I'emulsificacié s'inicia a partir d'una fase de microemulsié bicontinua o en una
fase de microemulsié en equilibri amb una fase aquosa isotropa o amb una fase de cristall
liquid laminar (Taisne, 1998), (Morales, 2003), (Izquierdo, 2004), (Morales, 2006).
Morales et al han suggerit que la condicié necessaria per la formacié de nano-emulsions
amb mida de gota minima és que els components tensioactius i oliosos es trobin a la
mateixa fase, independentment de si la fase inicial és monofasica o multifasica. Aixi
mateix es va evidenciar que quan I'emulsificacié s'inicia a partir de composicions en que
coexisteixen una fase aquosa i una de microemulsié la formaci6é de les gotes de nano-
emulsid esta principalment controlada per I'estructura de la fase de microemulsié i I'excés
d'aigua actua com a medi de dilucié (Morales, 2003). Per altra banda, altres autors
senyalen que la mida de la gota d'una nano-emulsié esta determinada per la rapida
difusi6 de les molécules de tensioactiu de la fase oliosa a la fase aquosa, aixi aquest
desplacament turbulent indueix la generacié de les nano-emulsions, com passa en el cas
de I'emulsificacié espontania (Anton, 2009).

Roger et al. han estudiat recentment el metode PIT en detall i han proposat una variant
del métode PIT conegut com a metode sub-PIT (Roger, 2010). Les nano-emulsions O/W
s'obtenen mitjancant agitacié de la mostra a una temperatura una mica per damunt del
llindar anomenat “clearing boundary” en el que hi ha present microemulsié O/W, que
presenta la menor terbolesa i esta localitzada per sota del PIT, d'aqui el nom de sub-PIT.
Llavors, quan es realitza un refredament rapid de la mostra mentre aquesta esta en
agitacio s'obté una nano-emulsié. La mida de gota és semblant a I'obtinguda pel métode
PIT. No obstant, s'ha de mencionar que a diferencia del métode PIT el metode sub-PIT no
implica inversié del film interficial de tensioactiu, és per aquesta raé que aquest metode
no es pot considerar com un metode d'inversié de fases. Tanmateix, s’ha de destacar que
Shinoda ja havia estudiat préviament la formacié de nano-emulsions a temperatures per
sota de la temperatura PIT (Shinoda, 1969). Shinoda va observar que les emulsions amb
una mida de gota més petita van ser obtingudes si I'emulsificacié es produia 2-4°C per
sota de la temperatura PIT i després refredant. Aquest metode sub-PIT ha estat utilitzat
en la formacié de nano-emulsions estabilitzades per mescles de tensioactius no ionics
amb cationics (Mei, 2011).
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- Metode d’inversio de fases per canvi de composicié (PIC)

El métode PIC consisteix en afegir gradualment un dels components (aigua o oli) a la
mescla dels altres dos components (oli-tensioactiu o aigua-tensioactiu, respectivament)
(Forgiarini, 2001), (Us6n, 2004), (Sadurni, 2005), (Roger, 2011), (Sevéikova, 2012), (Yu,
2012), (Pan, 2014), Per a producci6 a gran escala és preferible el métode PIC al métode
PIT, ja que experimentalment és més facil afegir un component als altres dos que canviar
la temperatura i és més adequat si es treballa amb components i/o additius sensibles a la
temperatura, com p.ex. la majoria del principis actius farmaceutics. Aixi mateix, el metode
PIC no esta limitat a I'Us de tensioactius tipus etoxilats, com el métode PIT. No obstant,
s'ha de tenir en compte que en els metodes d’emulsificacié les condicions han de ser
revisades quan altres substancies sén introduides, p. ex. quan es realitza I'encapsulacio
d'un principi actiu (Koroleva, 2012).

En la preparacié de nano-emulsions O/W pel métode PIC en sistemes aigua/tensioactiu
no ionic etoxilat/oli, I'estat inicial correspon generalment a una microemulsi6 W/O, i
s'afegeix aigua de manera gradual. Aixi, al augmentar la fraccié en volum d'aigua
augmenta progressivament la hidratacié de les cadenes d'oxid d'etile, i la curvatura
espontania del film interficial de tensioactiu canvia de negativa a zero. En aquesta
situacio, les propietats hidrofiles-lipofiles del tensioactiu estan equilibrades, i en
conseqiéncia es formen estructures que presenten curvatura zero (p.ex. microemulsions
bicontinues o fases de cristall liquid laminar). Al continuar augmentant el contingut
d'aigua les estructures amb curvatura zero es separen en gotes (O/W) metaestables i tot
seguit es forma la nano-emulsié. La (Figura 1.9) mostra una representacidé esquematica de
la formacié de la nano-emulsi6 O/W pel metode PIC, aixi com de I'evolucié de la
macroestructura i de la curvatura espontania del film interficial durant el procés
d'emulsificacio.
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Figura 1.9. Representacié esquematica de la formacié de la nano-emulsié O/W pel metode PIC en un
sistema aigua/tensioactiu no ionic etoxilat/oli.

Estudis sobre la preparacié de nano-emulsions en sistemes aigua/Brij30/deca mitjancant
I'addicié successiva d'aigua a mescles d'oli-tensioactiu van posar de manifest que
s'obtenien nano-emulsions quan hi havia un equilibri de tres fases: microemulsions O/W,
cristall liquid laminar i fase d'oli (Forgiarini, 2001). Els autors d'aquest estudi suggereixen
que tot i les propietats de les fases en equilibri, la cinetica en el procés d'emulsificacid
tindria un paper important en la formacié de nano-emulsions. Sadurni et al. han obtingut
nano-emulsions O/W pel métode PIC amb una mida de gota molt petita en el sistema
aigua/CremophorEL/Migliol adequat per aplicacions farmaceutiques. Es van estudiar
diverses maneres d'incorporar l'aigua. La menor mida de gota i els menors indexs de
polidispersitat es van obtenir quan l'aigua va ser afegida per addicions successives a
mescles d'oli-tensioactiu a 70°C. L'estudi va mostrar que I'’homogeneitzacié del
tensioactiu i de l'oli abans de I'addicié d'aigua i la preséncia de fases de cristall liquid
laminar presents durant I'emulsificacié son factors importants en la formacié de nano-
emulsions per aquest metode (Sadurni, 2005).
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Roger et al. han investigat el métode PIC i han comparat aquest métode amb el métode
PIT (Roger, 2010), (Roger, 2011). Aquests estudis han mostrat que ambdds processos
presenten seqiiéncies en els canvis de la curvatura del film interficial de tensioactiu
semblants, no obstant, les estructures dels respectius estats inicials son diferents, per tant,
els mecanismes de formacidé de nano-emulsions pels métodes PIC i PIT serien diferents.
En I'emulsificacié pel métode PIC l'estat inicial és una fase bicontinua tipus esponja.
L'emulsificacié es produeix a partir de la nucleacié de I'oli en la fase en la que la curvatura
del film interficial és menor, i la nano-emulsi6 final que s'obté mostra una distribucié de
mides bimodal. Contrariament, en el sistema que ells estudien el métode PIT presenta una
estructura tipus oli-aigua. La mida de gota de la nano-emulsié final s'obté com a resultat
del millor compromis geometric entre el volum de la fase dispersa i I'area que pot ser
coberta per les molécules de tensioactiu. En conseqiiéncia, els autors d'aquest estudi
conclouen que per a una composicié donada el métode PIT és més eficient que el
meétode PIC per obtenir nano-emulsions amb mida de gota petita i distribucions de mida
estretes.

La distribucié de mides bimodal observada per Roger et al. han estat també descrits per
Heunemann et al. (Heunemann, 2011). Aquests autors van caracteritzar nano-emulsions
O/W preparades pel metode PIC mitjancant les técniques de “SANS" i “cryo-TEM" i van
demostrar que les nano-emulsions obtingudes pel métode PIC mostraven distribucions
de mides de gota bimodal amb una mida de gota promig de 30 i 60-80 nm,
respectivament. La mida de gota més petita va estar en concordanca amb la mida prevista
per gotes de microemulsié. Els autors d'aquest estudi també han demostrat que la
proporcié relativa de cada poblaci6 depen de la quantitat d'aigua afegida, el que
comporta un creixement de la mida de gota promig al augmentar la dilucié. No obstant,
s’ha de destacar que Sadurni et al. ja havien descrit amb anterioritat la formacié de nano-
emulsions pel metode PIC amb mides de gota menors a 40nm (Sadurni, 2005).

1.1.6. Aplicacions de les nano-emulsions

Les nano-emulsions sén sistemes amb diverses aplicacions tecnologiques en el camp
cosmetic, farmaceutic, alimentacié i en disseny de nanomaterials degut a les propietats
gue presenten (Maali, 2013): petita mida de gota, elevada area interficial, elevada
capacitat de solubilitzacid, aspecte transparent-transllcid, baixa viscositat i elevada
estabilitat cinética en front la sedimentaci6é/cremat.

En la indUstria alimentaria s’han utilitzat les nano-emulsions per a l'encapsulacié de
compostos funcionals, per I'estabilitzacié d'aromes i sabors o en la conservaci6 d'aliments
(McClements, 2010), (McClements, 2013), (Komaiko, 2016). En el camp cosmetic s’han
utilitzat en una amplia varietat de productes d'higiene i cura personal com protectors
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solars, netejadors facials, xampus, etc (Sonneville-Aubrun, 2004), (Tal-Figiel, 2008). A
més, algunes formulacions cosmeétiques poden contenir principis actius amb acci6é
hidratant, protector solar, entre d'altres. Depenent de la naturalesa del principi actiu
aquest es solubilitza a la fase oliosa o aquosa. Aixi depenent de l'aplicacié s'utilitzen
nano-emulsions O/W o W/O. En la indUstria farmacéutica s'han utilitzat nano-emulsions
com a sistemes d'alliberacié de principis actius i vacunes, aixi com a agents diana per tal
gue el principi actiu sigui dirigit cap a un organ especific del cos (Bhatt, 2011), (Sun,
2012), (Alayoubi, 2013). Degut a les seves propietats fan que puguin ser administrades
per diverses vies: parenteral, oral, cutania, transdérmica, oftalmica, rectal i nasal (Shakeel,
2012), (Gallarate, 2013). Una altre aplicacié de les nano-emulsions és la seva utilitzacio
com a plantilla en la preparaci6 de nanoparticules (Anton, 2008), (Lai, 2014),
(Fornaguera, 2015a,b). Atés que aquesta és l'aplicacié estudiada en la present tesi a
continuacié es descriu en detall.

1.1.6.1. Nanoparticules polimériques

Les nanoparticules polimeriques per a Us farmaceutic sén particules solides col-loidals
amb una mida en el rang 10-1000 nm (1um) en el que el principi actiu es troba dissolt,
atrapat, encapsulat, adsorbit o unit a la matriu polimerica (Kreuter, 2007), (Lai, 2014). Les
nanoparticules polimériques presenten importants avantatges en front d‘altres sistemes
col-loidals d'alliberacié de principis actius com els liposomes, les microemulsions, etc.
Entre els seus avantatges estan la morfologia rigida que proporciona una estabilitat
col-loidal més elevada i també el fet que les nanoparticules poden ser funcionalitzades.
Les nanoparticules es poden dividir en dos grups: nanocapsules i nanoesferes (Vauthier,
2009).

Les nanocapsules sén nanoparticules solides amb una carcassa rigida que envolta el
nucli. El nucli pot ser semi-solid, liquid, i lipofil o hidrofil. Les nanoesferes sén matrius
homogeénies la massa de la qual és solida i normalment sén esfériques. Ambdos tipus de
nanoparticules poden ser preparats utilitzant nano-emulsions com a plantilla. La Figura
1.10 mostra una representaci6 esquematica de l'estructura de nanoparticules
polimeriques amb un farmac encapsulat o adsorbit.

Les nanoparticules polimeriques es poden obtenir mitjancant diferents métodes com la
polimeritzacié, nanoprecipitacid, utilitzant nano-emulsions com a plantilla, etc. Les
nanoparticules polimériques obtingudes a partir de nano-emulsions O/W com a plantilla
es poden preparar a partir de dos métodes diferents: la polimeritzacié d'un monomer o
utilitzant polimers preformats. La utilitzacié de polimers preformats presenta |'avantatge
gue no es generen productes residuals com en el cas de la polimeritzacié ja que s'evita la
reaccié entre el monomer i el principi actiu (Anton, 2008), (Vauthier, 2009), (Caldero6,
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2011), (Fornaguera, 2015a). El polimer preformat dissolt en el solvent organic forma la
fase dispersa de la nano-emulsié O/W. En el cas que l'objectiu sigui encapsular un principi
actiu en la nanoparticula aquest ha de ser dissolt en la mescla polimer/solvent abans del
procés d'emulsificacié. Finalment, mitjancant I'evaporacié del solvent de la nano-emulsio
es forma la nanoparticula polimérica.

Nanoesfera Nanoesfera
amb farmac “encapsulat” amb farmac "adsorbit”

Nanocapsula Nanocapsula
amb farmac “encapsulat” amb farmac “adsorbit”

Figura 1.10. Representacié esquematica de l'estructura dels diferents tipus de nanoparticules
polimeriques.

Aixi, un metode per a preparar nanoparticules polimeriques per a l'alliberacié de principis
actius és utilitzant nano-emulsions com a plantilla fent servir polimers pre-formats
dissolts en un solvent organic en la fase dispersa seguida de I'evaporacié del solvent
(Soppimath, 2001), (Kumari, 2010).

Les nanoparticules per a Us farmaceutic han de ser formulades amb components
biocompatibles i biodegradables per tal d'evitar problemes de toxicitat. Entre els polimers
preformats sintétics un dels més utilitzat és I'acid (poli(D,L-lactic-co-glicdlic) (PLGA) degut
a la seva biocompatibilitat i biodegradabilitat, i a més esta aprovat per a Us terapéutic en
humans per la FDA (Muthu, 2009), (Danhier, 2012).
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- Alliberacié de principis actius des de dispersions de nanoparticules a solucions
receptores

Els estudis d'alliberacié in vitro son importants en el desenvolupament d'una formulacié,
per exemple, farmacéutica, ja que és important poder predir els nivells plasmatics que
assolira el farmac una vegada administrat. S’han desenvolupat nombrosos models
matematics que permeten predir les cinetiques de dissolucid-alliberacié dels principis
actius que es troben en sistemes d'alliberacidé controlada, i per tant, la seva
biodisponibilitat in vivo. Aquests models permeten interpretar els resultats quantitatius
d'un assaig d'alliberaci6 in vitro a través d’'una equacié que relaciona varis parametres. Es
poden emprar metodes matematics (métodes model depenent) i métodes estadistics
(metodes model independent). A continuacié es descriuen els models matematics que
s'han utilitzat en aquest treball.

- Model Higuchi

Higuchi (1961) va desenvolupar varis models matematics teorics per estudiar I'alliberacié
de farmacs solubles i poc solubles incorporats en matrius solides o semi-solides (Higuchi,
1963), (Costa, 2001). Aquest model descriu l'alliberacié del farmac com un procés de
difusié a través de la matriu de polimer, sempre i quan es mantinguin les condicions
“sink”, és a dir, que es garanteixi la solubilitat del farmac en tot I'assaig. Aquesta difusié
esta basada en la llei de Fick, que depeéen de I'arrel quadrada del temps. En general, es fa
servir el que es coneix com I'equacio simplificada d'Higuchi:

Q = Kyt/? (Equaci6 1.11)

on Q és la quantitat de farmac alliberati Kjy és la constant de dissolucié d'Higuchi.

- Model de Baker-Lonsdale

Aquest model va ser desenvolupat per Baker i Lonsdale (1974) a partir del model
d'Higuchi i descriu l'alliberacié controlada del principi actiu que es troba en una matriu
esferica i esta representat per la segiient expressié (Costa, 2001):

2/3
f = % [1 _( _ﬂ) ]_ M _ et (Equacié 1.12)

Meo

on M, és la quantitat de principi actiu alliberada a temps t, M, és la quantitat de
farmac que s'alliberaria a temps infinit, aixi M, /M., és la fraccié6 de principi actiu
alliberat atemps t, i k és la constant d'alliberaci6 i pendent de la recta.
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- Model de Korsmeyer-Peppas

Korsmeyer et al. (1983) van desenvolupar un model semi-empiric senzill que relaciona
I'alliberacié de farmac amb el temps a través d'una equacié exponencial (Korsmeyer,
1983), (Costa, 2001).

A
Mo

(Equacid 1.13)

on k és una constant cinetica caracteristica del sistema principi actiu/polimer (que
incorpora caracteristiques estructurals i geomeétriques de la forma farmacéutica en la que
es troba el principi actiu), n és I'exponent d'alliberacié, que és indicatiu del mecanisme
d'alliberacié del principi actiu (Taula 1.4). En la determinacié de I'exponent n només s'ha
de considerar la zona de la corba d'alliberacié amb una fraccié de principi actiu alliberat
menor a 0.6.

Taula 1.4. Interpretacié dels mecanismes d'alliberacié de principis actius que es troben en matrius
polimériques (Korsmeyer, 1983), (Costa, 2001).

. » Mecanisme de transport del 5 »
Exponent d’alliberacio (n) Velocitat en funcié del temps

principi actiu

0.5 Difusi6 de Fick 708
0.5<n<1.0 Transport anomal t™!

1.0 Transport Cas I Ordre cero

>1.0 Transport Super-Cas I t™!

El mecanisme de transport anomal s'associa a un mecanisme de difusié no Fickia. En
aquest cas el procés esta dominat per processos de difusié i relaxacié de les cadenes
polimériques. El mecanisme de transport Cas-Il és un cas limit del transport no Fickia que
correspon a una cinética d'ordre zero. En aquest cas, el transport del principi actiu es
realitza a velocitat constant degut a que el front d'inflament del polimer augmenta de
manera constant. El mecanisme de transport Super-Cas I, succeeix en general quan els
temps d'alliberacié sén molt elevats.

Els valors de n < 0.5 s'associen a la preséncia de porus a la matriu polimeérica i a la
conseguent difusi6é simultania a través de la matriu inflada i a través dels porus plens de
medi de dissolucié.

En general, aquest model s'utilitza quan es desconeix el mecanisme d‘alliberacié de les

formes polimeériques de dosificacié farmaceutica o quan es troben implicats més d'un
fenomen d'alliberacio.
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S’ha de mencionar que a més dels models emprats en el present treball es poden trobar
en la literatura altres models matematics per ajustar les corbes d'alliberaci6 (Costa, 2001).

1.2. Meétodes de caracteritzacio

1.2.1. Estimacio dels coeficients de difusié mitjancant la técnica d’espectroscopia de
ressonancia magnetica nuclear (RMN)

El terme difusid és utilitzat per descriure molts processos diferents. En RMN, la difusié es
pot referir a difusié de "spin”, difusié rotacional o difusio traslacional. En aquest treball es
fa referéencia a la difusi® molecular, una forma de difusidé translacional deguda al
moviment Brownia de les molécules en solucié. En el moviment degut a la difusio
molecular, la translacié de les molecules és deguda només a la seva energia cinetica. Al
moure’s les molécules col-lisionen entre si i canvien la direccidé del moviment. Amb el
temps, el moviment d’'una molecula segueix un cami aleatori que resulta en una propietat
coneguda com coeficient de difusié, D. El coeficient de difusié descriu la distancia
quadratica que una moléecula es mou en un medi especific durant un interval de temps
especific. Per aixo el coeficient de difusié es defineix individualment per a cada molecula
en un dissolvent donat i a una temperatura especifica. Representa la facilitat amb que la
molécula es mou en un dissolvent determinat i depén basicament de la mida i forma de la
molecula, de la temperatura i de la viscositat del dissolvent. Aixi I'augment de la mida de
la molécula o de la viscositat del dissolvent dificulta la difusié, mentre que I'augment de la
temperatura, en general, l'accelera. Les unitats del S.I. en les que es sol expressar el
coeficient de difusié sén m?/s.

La seqUéncia de pulsos “pulsed-field gradient spin-echo” (PFGSE) és I'experiment basic en
RMN utilitzat per determinar el valor del coeficient de difusié6 D (Vold, 1968), (Lindman,
1981), (Price, 1997). No obstant, en els darrers anys s’han desenvolupat noves
sequencies de pulsos a partir de la PFGSE per a la determinacié de D per tal de millorar la
precisié de les mesures. Una de les sequéncies utilitzades per estimar els coeficients de
difusié D és la que utilitza pulsos bipolars per estimular el “spin-echo”, el "bipolar pulse
pair stimulated echo” (BPPSTE) (Wu, 1995), (Liu, 2009). Aquest tipus d'experiment permet
disminuir les corrents d'eddy (Antalek, 2002), millorar la inhomogeneitat del camp
magnétic B, aixi com I'efecte de desplacament quimic durant I'aplicacié dels gradients.

Per a la determinaci6 experimental del valor de D s'adquireixen una serie d'espectres de
'H utilitzant una seqiiéncia basada en PFGSE en la que s'augmenta progressivament la
forca dels gradients i s'analitza I'atenuaci6 de la intensitat de les senyals o pics en cada
espectre (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Espectres de prot6 ('H) que mostren la progressiva caiguda de la intensitat en funcié de
I'augment del gradient (des del darrere cap endavant) (Claridge, 2009).

La relacid que hi ha entre la intensitat de la senyal observada, I, ,que s'obté al utilitzar
gradients G és una funcié exponencial descrita per I'equacié Stejskal-Tanner (Equacio
1.14):

Io = lIgep €xp (—(ySG)ZD (a- g)) (Equaci6 1.14)

on I, és la intensitat de la senyal de referencia (amb intensitat de gradient nul-la), § és la
durada dels gradients (en segons), A és la separacid entre els gradients (en segons) iy és
la constant de radi giromagnetica del nucli.

A partir de I'ajust per regressié de la intensitat del pic I en funcié del gradient al quadrat
G? (Figura 1.12) es pot extreure el coeficient de difusié D, ja que la resta de termes de
I'Equacié 4 es mantenen constants durant les condicions experimentals.
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Figura 1.12. Analisi per regressié per tal d'obtenir el coeficient de difusié6 a partir d'un ajust
exponencial del perfil de caiguda de la intensitat (Ig) en funcié del gradient al quadrat (G, (Claridge,
2009).
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Degut a que els pics d'un mateix component presenten el mateix valor de D, és possible
utilitzar els experiments de difusié per separar i identificar les senyals de components
diferents d'una mateixa mescla. Una manera de representar els resultats de les dades de
difusid és I'anomenat metode DOSY “Diffusion Ordered Spectroscopy” (Johnson, 1999).
Aquest metode consisteix en 'adquisicio i el processat automatic d'una serie d'espectres
de difusié adquirits amb un increment de la intensitat del gradient. En el processat
s'aplica la transformada de Fourier i el resultat és la série d’espectre de 'H, als quals se'ls
hi aplica una transformada de Laplace inversa. El resultat final és una representacié 2D
amb l'espectre de RMN en l'eix x i el coeficient de difusié D en l'eix y (Figura 1.13). El
centre del pic en la dimensi6 de I'eix de difusié indica el valor del coeficient de difusié D i
I'amplada senyala I'error de I'ajust (Claridge, 2009).

“, lll,ll A

\ T T T T 9
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 1.13. Representacié DOSY. L'espectre mostra la separacioé de senyals en una mescla equimolar
de tres aminoacids L-amino, alanina (A), valina (V) i fenilalanina (F) en solucié aquosa a 298K segons
els seus coeficients de difusio representats en I'eix vertical, (Claridge, 2009).

Si es produeixen solapament de pics, existeixen programes computacionals eficients
(DECRA, CORE, SPLMOD, CONTIN, etc) (Johnson, 1999), (Antalek, 2002) amb algoritmes
capacos d'analitzar el conjunt de dades resultants de les transformades de Fourier i
Laplace inversa i obtenir posteriorment les representacions DOSY. No obstant, és
important conéixer els avantatges i les febleses de cada un d'ells aixi com la possible
aparici6 d'artefactes indesitjats.

Per tal d'avaluar el coeficient de difusid en termes d'estructura és necessari determinar el

coeficient de difusio relatiu de I'aigua (D/Dg)aigua | de l'0li (D/Dg)ey; present en la
mostra a una temperatura determinada, que s'obté dividint els respectius coeficients de
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difusié de l'aigua i de I'oli en la mostra D,, , D, , pels coeficients de difusid dels mateixos,
purs, D*9"¢  poli (Lju, 2009).

S'ha descrit que si els coeficients de difusié relatius (D/D,) de I'aigua i de I'oli difereixen
en més d'un ordre de magnitud, l'estructura que presenta la mostra és discreta.
Contrariament, si els valors dels coeficients de difusié relatius de I'aigua i de I'oli sén del
mateix ordre és indicatiu que la mostra presenta estructura bicontinua (Libster, 2006),
(Fanun, 2009).

1.2.2. Caracteritzaci6 de la mida i forma de les gotes mitjancant la técnica de
dispersio de la llum laser

Quan un feix de llum incideix sobre una dispersié col-loidal de nanoparticules en la que
aquestes presenten un index de refraccié que difereix de I'index de refraccié del solvent,
les particules dispersaran la llum en totes direccions. Aixi, si s'illlumina amb un feix de
llum laser la mostra, la intensitat de llum dispersada pot ser mesurada en funcié de I'angle
de dispersié 0. Les técniques de dispersid dinamica i estatica de la llum laser (DLS i SLS)
es basen en el contrast dels indexs de refraccié per a realitzar les mesures i poder obtenir
informacio sobre la mida, forma i estructura de les nanoparticules.

1.2.2.1. Determinacié de la mida de gota per dispersié dinamica (DLS)
En la técnica de dispersié dinamica de llum laser “dynamic light-scattering” (DLS) es

mesuren les fluctuacions en la intensitat de llum dispersada I en funcié del temps (Figura
1.14a) a un angle 8 determinat de la direccié de la llum incident.

S— R e Ry O

0.0001 0.001 on 01 1 10 100

lag time [ms]

Figura 1.14. (a) Fluctuacions en la intensitat de llum dispersada en funcié del temps mesurada per
DLS, (b) Funcié d'autocorrelacié, (lag time = 7). (www.Isintruments.com)
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A partir d'aquestes mesures s'extreu la funcié d'autocorrelacié normalitzada (Figura
1.14b), que mesura la intensitat de llum dispersada a un temps t i la intensitat després
d'un cert temps “lag time" 7, i s'expressa com:

g(2) (t) = IOIE+T))e

OR (Equacié 1.15)

on (I(V)I(t + 1)), indica un promig amb el temps.

A partir de la funcié d'autocorrelacié es pot obtenir el valor del coeficient de difusié
mitjancant diversos analisis matematics. En la present tesi s'expliquen els métodes
matematics d'analisi que s’han emprat de menor a major complexitat: “Multi-angle DLS”,
“Cumulants”, i CONTIN. En tots tres procediments matematics s'assumeix que el sistema
esta suficientment diluit per tal que no hi hagi interaccié entre les particules, i que les
particules presenten forma esferica.

- Multi-angle DLS

La funcié d'autocorrelacié de la intensitat de llum dispersada g (z) esta directament
relacionada amb la funcié d'autocorrelacié del camp eléctric per la segiient expressié:

gV (@) = alg?(r) — 1|2 (Equacié 1.16)

on la constant a és proporcional a I'amplitud de la senyal dispersada. Per solucions de
nanoparticules col-loidals monodisperses, polimers, proteines, etc., en regim diluit, els
objectes estan suficientment aillats que no hi ha interaccié entre ells, llavors la funcié
d'autocorrelacié del camp eléctric mostra un perfil de caiguda monoexponencial amb el
temps. L'aproximacié més senzilla és analitzar la funcié d'autocorrelacié del camp eléctric
g®(r) com una caiguda monoexponencial. Aquesta aproximacié és adequada si la
mostra presenta una poblacié monodispersa.

gD (@) = aexp(~TI1) (Equacié 1.17)

La velocitat de caiguda “decay rate” I' depeén del vector de llum de dispersid q i del
coeficient de difusié de la particula, D :

r=pg® i q=""sin(3) (Equaci6 1.18 i 1.19)

on n indica I'index de refraccié del medi i 4 indica la longitud d'ona de la radiacié
incident.
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Aixi, substituint 'Equacié 1.18 a I'Equacié 1.16 i fent el logaritme s'obté la seglent
expressio:

In(g@(r) —1) = —2rt (Equacié 1.20)

Tot i que, en principi, només és necessari realitzar la mesura a un Unic angle de dispersié
0 per tal d’'obtenir el coeficient de difusié D, a la practica, la velocitat de caiguda “decay
rate” I' s'obté a partir de la mesura de la funcié d'autocorrelacié g‘® (7) a diferents angles
0 per cada mostra. La representacié de I' en front g% exhibeix una linea recta, el pendent
de la qual proporciona una estimacié del coeficient de difusié D (Equacié 1.18). Finalment,
assumint que les particules sén esferiques, a partir de lI'equacié d'Stokes-Einstein es pot
obtenir el radi hidrodinamic Ry,.

kg T

P (Equacié 1.21)

hn=

on n és la viscositat de la solucid, kg és la constant de Boltzmann, i T la temperatura
absoluta.

- Cumulants
El métode d'analisi de Cumulants és un metode d'analisi simple de la funcid
d'autocorrelacié generada a partir d'un experiment de DLS (Koppel, 1972), (Frisken,
2001).
En aquest métode d'analisi s'assumeix que la mostra és polidispersa (Pecora, 2000),
(Pons, 2006), (Instruments, 2015). D'aquesta manera, la funcié d'autocorrelacié del camp
eléctric g (1) s'expressa com una suma de caigudes exponencials corresponents a cada
una de les espécies en la poblacié:
gV (@) = X Ay exp(=T;1) (Equacio6 1.22)

si es realitza una expansi6 de Taylor I'Equacié 1.22 queda com:

gV (@) = exp(-T1 + %rz + ) (Equacio 1.23)
Aixi, el logaritme de la funcié d'autocorrelacié es pot expressar com una serie en el temps:

n (g®(@) = —Kyt+ (3) Kpr? + - (Equacié 124)

on els coeficients K,, sén els cumulants.
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El primer Cumulant, K4, que esta relacionat amb la mitjana del radi hidrodinamic (mida de
particula) es defineix com:

kg T q*

K1 =
6T Ry

(Equacié 1.25)

on kg és la constant de Boltzmann, q és el modul del vector de dispersio, Ry, és el radi
hidrodinamic, T és la temperatura absoluta i n és la viscositat.

Aplicant I'equacié per a particules esfériques (Stokes-Einstein) ja definida préviament
(Equacié 1.21) I'Equacié 1.25 es pot expressar com:

K;=Dg*>=T (Equacio6 1.26)

Aixi el primer cumulant K4 és igual a la velocitat de caiguda “decay rate” I' de la funcié
d'autocorrelacié.

El segon cumulant K, fa referencia a la polidispersitat de la distribucié de la mida de
particula. Esta relacionat mitjancant I'Equacié 1.24 amb el terme amplada "width" que
apareix en el software d'analisi (Instruments, 2015) i que es refereix a la varianga promig
oy en la distribucié de la mida de particula.

2
"width" = gz = /K, [ZZ;’Z] (Equacid 1.27)

Aixi substituint 'Equacié 1.27 a I'Equacié 1.25 el terme “width” es pot expressar com:

"width” = o5 = Y2 R, (Equaci6 1.28)
L'index de polidispersitat (PDI) es defineix com la relacié entre el "width" i el R, per mitja
de la seglient expressié:

ppI = itk _ Ky (Equacio 1.29)

Rp Ky

S'ha de mencionar que si en I'Equacid 1.23 el segon i els successius cumulants sén 0, la
funcié d'autocorrelacié s'ajusta a una funci®¢ monoexponencial com la descrita
anteriorment (Equacié 1.17). En aquest cas, el radi de particula obtingut pel metode
Multi-angle DLS hauria de ser similar al obtingut pel métode dels Cumulants.
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L'index de polidispersitat és un parametre adimensional que té valors entre 0 i 1. Valors
d'index de polidispersitat majors a 0.7 indiquen que la mostra presenta una distribuci6 de
mida ampla i que probablement no és adequada per la técnica de DLS. El calcul d'aquest
parametre esta definit en el document de la ISO estandard 13321:1996 i la ISO
22412:2008. En referéncia a l'analisi de la mida de gota pel métode d'analisi de Cumulants
d'una solucié de proteines un valor d'index de polidispersitat menor a 0.2 és indicatiu que
la mostra és monodispersa (Instruments, 2011).

No obstant, s’ha de mencionar que com tot procediment matematic la qualitat del
resultat depen significativament de la qualitat de les dades (Instruments, 2015).

- CONTIN

El metode d'analisi CONTIN és utilitzat en mostres polidisperses i que presenten dues o
més distribucions de mides el que fa que en aquest tipus de mostres no es pugui aplicar
el metode d'analisis de Cumulants. El meétode d'analisi CONTIN es basa en un complex
algoritme matematic (Provencher, 1982a), (Provencher, 1982b) que proporciona una
bona estimaci6 de les distribucions de mides quan es té una bona relacié soroll/senyal
(Pecora, 2000). La (Figura 1.15) exhibeix un perfil de distribuci6 de mides obtingut
mitjancant el metode d'analisi CONTIN.

Intensitat relativa / u.a.

Rh / nm

Figura 1.15. Exemple de perfil de distribucié6 de mides (Intensitat relativa vs radi hidrodinamic)
obtingut mitjangant el métode d'analisi CONTIN.

1.2.3. Estimacié de la forma de la gota per dispersio estatica (SLS)

La técnica de dispersié estatica de la llum laser “static light-scattering” (SLS) mesura la
intensitat de llum dispersada en funcié de I'angle de dispersio 6.

La intensitat de llum depen (Equacié 1.30) del factor de forma P(q), que conté informacié
sobre la forma i la distribucié interna de la densitat de les particules, i del factor
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d’estructura S(q), que conté informacié en relacié a les interaccions particula-particula
(Kunz, 1983), (Schnablegger, 2013).

Al(q) =K - P(q) - S(q) (Equacié 1.30)
El factor de forma P(q) es pot ajustar a una corba de tipus Gaussia a angles petits.

Segons Guinier (1939), la curvatura d’aquesta Gaussiana és deguda a la mida global de les
particules mitjancant la seglient expressio:

(%)
P(@) ~ apg-e \°® (Equacié 1.31)

on q és el vector de dispersio, i Ry és el radi de gir que és independent del model, és a
dir, que no conté informacié sobre la forma o I'estructura interna de la particula. Pero si
I'estructura de les particules pot ser estimada, el Ry pot ser utilitzat per determinar les
dimensions de la particula. Aixi, si es coneix que les particules presenten geometria
esferica amb una densitat homogénia llavors el radi promig d’aquestes particules es pot
calcular a partir del R, mitjancant la seglient expressio:

R, = /g R (Equaci6 1.32)

El parametre a, de I'Equacid 1.31 és |'extrapolacié de la intensitat a angle 0. En I'Equacié
131 ag =1, ja que P(0) =1 per definicid, pero si en comptes de P(0) s'utilitza Al(q),
llavors, a, = AI(0) es pot emprar per a determinar el pes molecular (Orthaber, 2000).
D’aquesta manera, a partir de I'equacié de Guinier (Guinier, 1939) es pot determinar el
R, mitjangant la segiient expressio:

)
In[Al ] = Infae] \ ° (Equacié 1.33)

A partir de la representacio de la intensitat absoluta I(q) en funcié del quadrat del vector
dispersat q? i I'ajust dels resultats a una linia recta es poden determinar els parametres
Ry i ay, on el pendent correspon a — (R5/3) i a, és obtingut per extrapolacié de I'ajust
a angle O (veure Figura 1.16).
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Figura 1.16. Representaci6 de I'Equaci6 1.33 de Guinier per tal de determinar el R, i el parametre a,
(Schnablegger, 2013).

Les dades d'intensitat obtingudes de les mesures per SLS han de ser tractades per tal
d’obtenir la intensitat absoluta. Primer, els angles de dispersié 8 als quals s'han realitzat
les mesures han de ser convertits en unitats de vector de dispersio, ¢ (nm™") mitjancant
I'Equacid 1.34:

q=""sin (%) (Equacié 1.34)
on n és l'index de refraccié del solvent a la temperatura en la que s'ha realitzat la mesura,
A és la longitud d'ona del llum laser incident a la mostra i 'angle de dispersi6 8 en
radians.

A continuaci6 es descriu el tractament per convertir les unitats de la intensitat a valors
absoluts seguint els seglients passos:

Primer la intensitat ha de ser corregida restant-li el “dark current” (intensitat detectada
sense mostra) mitjancant la segiient expressio:

Intensitat corregida = (Intensitat obtinguda — "dark current”) * sin(6) (Equacié
1.35)

on sin( ) és un factor corrector que és emprat amb la finalitat d'evitar I'efecte de I'angle
en el volum dispersat.

Aixi, la intensitat absoluta és obtinguda relacionant la intensitat corregida de la mostra
amb la intensitat del tolué que és utilitzat com a referencia (Equacioé 1.36):

Intensitat corregida

Intensitat absoluta = - -
Intensitat promig

2
“R(@)tore ( - ) (Equaci6 1.36)

Ntolue
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on la intensitat promig és la intensitat detectada a cada angle quan es realitza la mesura
amb el tolue, R(0)s1,e és la rad Rayleigh "Rayleigh ratio” del tolue i nyyp,e és I'index de
refraccié del tolué a la temperatura a la que s’ha realitzat la mesura en cada cas.

Cada particula té un factor de forma que és caracteristica de la seva estructura. En les
mesures de SLS els valors dels vectors de dispersi6 q es troben en la regié esquerra de la
Figura 1.17. D'aquesta manera a partir de la seglient representacié (Figura 1.17) es pot
determinar la forma de la particula a partir de mesures de SLS sempre i quan es compleixi
el regim de Guinier.

Surface

Shape

log [P(a)]

Fourier

Guinier

! iog [(@
Radius of Gyration / Cross-section Structure / Surface per Volume

Figura 1.17. Factor de forma P(q) en funcié del vector de dispersi6 q (Schnablegger, 2013).

Per tal de confirmar la forma de les gotes estimada a partir d'experiments per SLS caldria
fer les mesures a vectors d'angle de dispersi6 q majors, mitjancant técniques més
complexes com dispersid de neutrons (SANS) o (SAXS).
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Les nano-emulsions son emulsions, és a dir, dispersions de dos liquids immiscibles,
amb una mida de gota en el rang nanometric, en general, entre 20-200 nm (Solans,
2005). Degut a la mida de gota, les nano-emulsions presenten estabilitat en front a la
sedimentacié o cremat, una elevada area interfacial i son transparents o translUcides
(Tadros, 2004). Totes aquestes propietats fan que les nano-emulsions tinguin aplicacions
en sectors industrials molt diversos (farmaceutic, agroquimic, cosmétic i alimentari)
(Maali, 2013). Les nano-emulsions son temodinamicament inestables, per tant, no es
formen espontaniament i és necessari aportar energia per a la seva formacié. Si el
suministre d’energia és extern el metode d’emulsificacié s'anomena de dispersié o alta
energia. Si s'utilitza I'energia quimica dels components del sistema que s’allibera durant el
procés d'emulsificacid, el metode s'anomena de condensacidé o baixa energia. Aquests
darrers métodes permeten obtenir, en general, gotes de mida més petita i més uniformes
gue els métodes d'alta energia (Tadros, 2004), (Solans, 2005), i es poden dur a terme en
condicions suaus de pressid, temperatura, pH, etc.

Entre les aplicacions de les nano-emulsions destaca la seva utilitzacié com a plantilla
per obtenir nanoparticules. En el camp farmaceutic les nanoparticules s'utilitzen
principalment com a sistemes d'alliberacié de principis actius (Lai, 2014). El principal
avantatge de les nanoparticules en front d'altres sistemes colloidals com les
microemulsions o els liposomes es que sén més versatils doncs permeten una major
funcionalitzacié. Un meétode per a preparar nanoparticules polimeriques és a partir de
nano-emulsions utilitzant polimers pre-formats dissolts en un solvent organic com a fase
dispersa seguida de l'evaporaci6é del solvent (Anton, 2008), (Kumari, 2010), (Caldero,
2011).

Entre els metodes de baixa energia per a la preparacié de nano-emulsions cal destacar
els metodes d'inversid de fases, ja sigui per un canvi de composicié a temperatura
constant (PIC) 6 bé per un canvi de temperatura a composicié constant (PIT). En aquests
meétodes durant el procés d'emulsificaci6 es produeixen transicions de fases que
determinen la mida de gota minima de les nano-emulsions. Aixi, el coneixement del
comportament fasic és un factor clau en I'estudi dels mecanismes de formacié de nano-
emulsions per metodes d'inversié de fases. El métode PIC és un métode més adequat que
el metode PIT per diverses aplicacions, especialment farmacéutiques quan s'utilitzen
components i/o principis actius inestables a temperatures elevades. La formacié de nano-
emulsions O/W pel PIC es produeix per dilucié amb la fase continua de mescles binaries
oli-tensioactiu 6 ternaries aigua-tensioactiu-oli, no obstant, seria d'esperar que el canvi de
curvatura del film interficial de tensioactiu es pogués produir per addicié d'altres
components diferents a l'aigua. També s’ha descrit la formacié de nano-emulsions per
meétodes de baixa energia sense inversi6 de fases, sén els anomenats meétodes
d'autoemulsificacié 6 d'emulsificacié espontania. En aquests metodes I'energia del
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sistema s'obté principalment per un procés de dilucié de mescles binaries oli/tensioactiu
amb la fase continua.

Estudis recents de comportament fasic han posat de manifest que els processos
d'emulsificacié per baixa energia es poden produir mitjangant varis mecanismes de
manera sequencial. Un coneixement aprofundit dels mecanismes implicats permetra
determinar quina és la fase decisiva en la formacié de les nano-emulsions per métodes de
baixa energia, I'optimitzacié del procés i en conseqiéncia millorar i ampliar els camps
d'aplicacioé de les nano-emulsions.

L'objectiu principal de la present tesi doctoral és aprofundir en els mecanismes de
formacié de nano-emulsions de fase externa aquosa (O/W) per métodes de baixa
energia a temperatura constant, i estudiar la formaci6 de nano-emulsions
polimeériques i la seva utilitzaci6 com a plantilla per a I'obtencié de nanoparticules
polimériques per a Us farmaceutic.

A fi d'assolir els objectius proposats es va dissenyar el segiient pla de treball:

- Seleccié de sistemes aigua/tensioactiu/component oliés adequats per a Us
farmacéutic i cosmetic.

- Determinacié de les temperatures d'inversié de fases per mesures de conductivitat
i estudi del comportament fasic amb diagrames de fases.

- Caracteritzaci6 de fases de microemulsi6 mitjancant espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), dispersié dinamica de la llum laser (DLS),
dispersio estatica de la llum laser (SLS), i per difusié d'un colorant.

- Estudi de la formacié de nano-emulsions oli-en-aigua per metodes de baixa
energia a temperatura constant per addici6é d'aigua i d'altres components, partint
de diferents composicions binaries oli-tensioactiu i ternaries oli-tensioactiu-aigua.

- Preparaci6 de nanoparticules polimeriques utilitzant nano-emulsions com a
plantilla en funcié de la concentracié de polimer.

- Caracteritzaci6 de les nano-emulsions oli-en-aigua i de les dispersions de
nanoparticules mitjancant la técnica de dispersié dinamica de la llum laser, un
analitzador d’estabilitat per retrodifusié de llum, per microscopia, etc.

- Estudi de la influéncia de la concentracié de polimer en les propietats de les nano-
emulsions i nanoparticules polimériques.

- Estudi de la influencia de concentracié de polimer en I'eficiéncia d'encapsulacio
d'un principi actiu en les nanoparticules, en l'alliberacié del principi actiu des de la
dispersié de nanoparticules a una solucié receptora i 'avaluacié de la citotoxicitat
de les nanoparticules polimeriques amb i sense principi actiu.
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3.1. MATERIALS
Les estructures quimiques han estat dibuixades amb el software BKChem.

3.1.1. Tensioactius

S’han utilitzat tensioactius no ionics de tipus etoxilat, abreviats com CyE,, on m és el
nombre de carbonis (C) de la cadena hidrocarbonada i n és el nombre d'unitats d'oxids
d‘etilé (E). La majoria dels tensioactius utilitzats han estat comercials, que sén barreges
d'’homolegs. S'ha de mencionar que en aquests tensioactius comercials I'abreviacié CnEn
indica el valor promig de la cadena hidrocarbonada aixi com de les unitats d'oxid d'etilé.

Brij® 30 (Ci1:Es)

El Brij® 30 subministrat per Sigma-Aldrich (ref. 235989; CAS 9002-92-0) amb una puresa >
99% és un tensioactiu comercial no ionic de tipus etoxilat que té un HLB de 9-10 i un pes
molecular de 362 g/mol. Segons la nomenclatura internacional d‘ingredients cosmetics
(INCI) és denomina “Laureth-4" i la seva formula és Ci2H25(OCH,CH)4sOH (Figura 3.1),
abreviada com CyzEs. A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un liquid incolor i
insoluble en aigua i presenta una densitat relativa de 0.95 g/cm’. Exhibeix un punt de
fusié de 41-45°C. El Brij® 30 és utilitzat com agent humectant i en detergencia.

/\/\/\/\/\/\EO/\%:OH

Figura 3.1. Estructura quimica del Brij® 30.

Brij® 97 (CisE10)

El Brij® 97 subministrat per Sigma-Aldrich (ref. 431281; CAS 9004-98-2) és un tensioactiu
comercial no ionic de tipus etoxilat que té un HLB de 12.4 i un pes molecular de 709
g/mol. Segons la nomenclatura internacional d'ingredients cosmétics (INCI) s'anomena
“Oleth-10" i la seva formula és CigH35(OCH>CH,)100H (Figura 3.2) abreviada com CigEio. A
la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un liquid o semi-solid de color groc, soluble
en aigua i presenta una densitat relativa de 1 g/cm3. Exhibeix un punt de fusié aproximat
de 16°C. El Brij® 97 és utilitzat en aplicacions bioquimiques per solubilitzar proteines.

Coo T

Figura 3.2. Estructura quimica del Brij® 97.
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Cremophor® EL

El Cremophor® EL subministrat per BASF (ref. 50259799; CAS 9002-92-0) és un tensioactiu
comercial no ionic de tipus etoxilat obtingut de la reaccié d'un mol d'oli de rici amb
trenta-cinc mols d'oxid d'etilé. Es un tensioactiu heterogeni, format per una gran varietat
de components (Meyer, 2002). EI component principal és el ricinoleat de glicerina de
polietilenglicol (Figura 3.3), juntament amb d'altres eésters d'acids grassos de
polietilenglicol, polietilenglicols lliures i etoxilats de glicerina. El seu nombre HLB és de 12-
14 i té un pes molecular d'aproximadament 3000 g/mol (Gelderblom, 2001). Es pot
trobar també com Kolliphor™ EL. El seu aspecte és el d'un liquid de color lleugerament
grog, soluble en aigua i en varis solvents organics com I'etanol, el propanol, I'isopropanol,
I'acetat d'etil o el cloroform. Presenta una densitat relativa de 1.05 g/cm® a 20°C. Exhibeix
una concentracié micellar critica de 0.02%. Kolliphor™ EL és utilitzat per la industria
farmacedltica com agent emulsificant i solubilitzador de principis actius hidrofobics en
preparacions aquoses (Gelderblom, 2001). Es troba descrit I'Us d'aquest tensioactiu en
I'obtencié de particules polimeriques amb farmac encapsulat (Ye, 2013).

OH
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o
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o
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o
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0

Figura 3.3. Estructura quimica del component principal (ricinoleat de glicerina de polietilenglicol) del
Cremophor EL (x+y+z = 35).

Synperonic 91/6 (Co.11Ee)

El Synperonic 91/6 subministrat per Croda (ref. ETX 2258/XSAMP; CAS 68439-46-3) és un
tensioactiu comercial no ionic de tipus etoxilat que té un HLB de 13 i un pes molecular de
408 g/mol. Segons la nomenclatura internacional d’ingredients cosmétics (INCI) es
denomina “Pareth-6" i la seva formula és CoH19(OCH>CH,)sOH (Figura 3.4), abreviada com
Co-11E6. A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un liquid incolor, soluble en aigua,
etanol i cloroform. Presenta un punt de térbol de 52°C. Es totalment biodegradable (Ash,
2004). El Synperonic 91/6 és utilitzat com a detergent, emulsionant i agent humectant.
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\/\/\/\/\EO/\iOH

Figura 3.4. Estructura quimica del Synperonic 91/6.

Synperonic 13/6.5 (Ci3E7)

El Synperonic 13/6.5 subministrat per Croda (ref. 1503/XSAMP; CAS 24938-91-8) és un
tensioactiu comercial no ionic de tipus etoxilat que té un HLB de 12.5 i un pes molecular
de 508 g/mol. Segons la nomenclatura internacional d'ingredients cosmétics (INCI)
s'anomena "Trideceth-7" i la seva formula és CizHz7(OCH,CH,);0H (Figura 3.5), abreviada
com Ci3E7. A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un liquid incolor, soluble en
aigua, etanol i cloroform. El Synperonic 13/6.5 és utilitzat com emulsionant industrial,
agent humectant, i detergent. Es biodegradable (Ash, 2004).

\/\/\/\/\/\/\EO/\}:OH

Figura 3.5. Estructura quimica del Synperonic 13/6.5.

Dodecil sulfat de sodi (SDS)

El dodecil sulfat de sodi abreviat com SDS subministrat per Sigma-Aldrich (ref. 862010;
CAS 151-21-3) amb una puresa > 99% és un tensioactiu comercial idonic que té un HLB de
40 i un pes molecular de 288.38 g/mol. La seva formula quimica és Ci12H»504S.Na (Figura
3.6). Sinonims: lauril sulfat sodic. A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un solid
de color blanc, soluble en aigua i presenta una densitat relativa de 0.370 g/cm’. Exhibeix
un punt de fusié de 201-207°C. El SDS és emprat en el camp cosmeétic i de la detergencia,
per exemple, en diversos productes d’'higiene personal com pasta de dents, xampu i
sabons de ma.

0 0
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S
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a

Figura 3.6. Estructura quimica del SDS.
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Penta etilenglicol mono-n-dodecil éter (C1zEs)

El penta etilenglicol mono-n-dodecil éter subministrat per Nikko Chemicals (ref. BL-5SY;
lot n® 6089) abreviat com Ci2Es és un tensioactiu no ionic pur de tipus etoxilat que té un
HLB de 11.3 i un pes molecular de 406.60 g/mol. El seu aspecte és el d'un liquid incolor.
Presenta una densitat relativa de 0.963 g/cm® a 20°C i la seva formula és Cz;HasO6 (Figura

3.7).
/\/\/\/\/\/\E /\}/ OH
O
5

Figura 3.7. Estructura quimica del Cy2Es.

PPO-PEO-3 i PPO-PEO-5

Els tensioactius abreviats com PPO-PEO-3 i PPO-PEO-5 subministrats per I'empresa Nihon
Emulsion amb una puresa del 90% s6n tensioactius comercials no ionics de tipus etoxilat
addicionalment polimeritzat a polioxipropilé (2 mols), que tenen un HLB de 7 i 9,
respectivament. El seu nom quimic és "Polyoxypropylene (2) Polyoxyethylene Decyl
Ether”, i segons la nomenclatura internacional d'ingredients cosmeétics (INCI) s'anomena
"PPG-2 Deceth-3", i "PPG-2 Deceth-5" respectivament. Les seves formules quimiques sén
Ci1oH21(OCH2CH3)3C6H100H i C1oH21(OCH,CH2)sCsH100H (Figura 3.8), respectivament. El seu
aspecte a 20°C és el d'un liquid incolor. Sén utilitzats com agent emulsificant i dispersant
en cosmeética ja que a les concentracions en les que es fan servir no sén toxics (“Safety
Assessment of Alkyl PEG/PPG Ethers as Used in Cosmetics,” 2013). Van sorgir per a
substituir els tensioactius “Laureth” i els “Nonoxynol”.

W\/\/\’%O\/%OA/OY\OH

Figura 3.8. Estructura quimica del PPO-PEO-3 (M=3) i PPO-PEO-5 (M=5).
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3.1.2. Olis

Hexadeca

L'hexadeca subministrat per Sigma-Aldrich (ref. H0255, CAS 544-76-3) amb una puresa >
99% és un alca lineal i la seva formula quimica és CieHss (Figura 3.9). Presenta un pes
molecular de 226.44 g/mol. A la temperatura de 25°C és liquid i incolor i exhibeix una
densitat relativa de 0.773 g/cm®. Té un punt de fusié de 18°C i un index de refraccio de
1.434.

AN NN NN

Figura 3.9. Estructura quimica de I'Hexadeca.

Deca

El deca subministrat per Merck (ref. 109603, CAS 124-18-5) és un alca lineal amb una
puresa > 99.5%. La seva formula quimica és CioHz (Figura 3.10) i presenta un pes
molecular de 142.28 g/mol. Sinonim: n-deca. A la temperatura de 25°C és liquid i incolor.
Exhibeix un punt de fusi6 de -29.7°C i presenta una densitat relativa de 0.73 g/cm? a 20°C.

NSNS

Figura 3.10. Estructura quimica del Deca.

Dodeca
El dodeca subministrat per Sigma-Aldrich (ref. 297879, CAS 112-40-3) és un alca lineal
amb una puresa > 99.5%. La seva formula quimica és CioHpe (Figura 3.11) i presenta un

pes molecular de 170.33 g/mol. A la temperatura de 25°C és liquid i incolor. Exhibeix una
densitat relativa de 0.75 g/cm?® a 20°C i un punt de fusi6 de -9.6°C.

P N P Y

Figura 3.11. Estructura quimica del Dodeca.

55



EXPERIMENTAL

Acetat d'Etil

L'acetat d'etil subministrat per Merck (ref. 822277, CAS 141-78-6) amb una puresa >
99.8% és un solvent liquid i incolor a la temperatura de 25°C. La seva formula quimica
(Figura 3.12) és CH3COOC;Hs i el seu pes molecular és 88.11 g/mol. Sindnims: etanoat
d'etil. Presenta una densitat relativa de 0.90 g/cm3 a 20°C, un punt d'ebullicié de 77°C, un
punt de congelacié de -83.6°C i un index de refraccié de 1.3719. Es parcialment soluble
en aigua, sent més soluble en aigua a baixes temperatures. L'acetat d'etil pertany a la
classe 3 del llistat de solvents “ICH Guidelines” (FDA, 2012), que sén els que presenten
una menor toxicitat i un menor risc per a la salud humana. Per tant, poden ser emprats en
la industria farmacéutica sempre i quan el contingut residual d'aquest solvent sigui
inferior a 50 mg/dia 6 5000 ppm (FDA, 2012).

A,

Figura 3.12. Estructura quimica de I'Acetat d'Etil.

PN

Esquala

L'esquala subministrat per Sigma-Aldrich (ref. 234311, CAS 111-01-3) amb una puresa del
99% és un alca ramificat d'origen natural. La seva formula quimica és CsoHe (Figura 3.13) i
el seu pes molecular és 422.81 g/mol. A la temperatura de 25°C presenta un aspecte
liquid i incolor i exhibeix una densitat de 0.85 g/mL. L'esquala és utilitzat en la industria
farmaceéutica i cosmetica.

R e S

Figura 3.13. Estructura quimica de I'Esquala.

Miristat d’isopropil

El miristat d'isopropil subministrat per Sigma-Aldrich (ref. M0757, CAS 110-27-0) amb una
puresa > 90% s'obté per reaccié de l'acid miristic o del clorur de miristii amb
I'isopropanol, o bé per esterificaci6 enzimatica a baixa temperatura. Segons la
nomenclatura internacional d'ingredients cosmétics (INCI) s'anomena “Isopropyl
myristate”. La seva formula quimica és Ci7H340; (Figura 3.14) i el seu pes molecular és de
270.45 g/mol. A la temperatura de 25°C presenta un aspecte liquid i incolor amb una
densitat de 0.853 g/mL. Es soluble en aigua i en etanol al 96%, en acids grassos i en
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parafina. Donat que és fotosensible cal emmagatzemmar-lo en recipients ben tancats
protegits de la llum. S'incorpora a la fase greixosa de les emulsions per millorar el seu
aspecte cosmetic i afavorir la penetracié dels principis actius. S'ha emprat per exemple
per formar microemulsions i microesferes per a produir nanoparticules alliberadores de
principis actius peptidics.

S
PO
Figura 3.14. Estructura quimica del miristat d'isopropil

Parafina liquida

La parafina liquida subministrada per Merck (ref. 107162, CAS 8042-47-5) esta formada
principalment d’hidrocarburs saturats no ramificats de cadena llarga, aixi com d’'una petita
proporcié d'hidrocarburs ramificats, i és obtinguda de ceres de parafina bruta durant la
produccié d'olis del petroli. El seu pes molecular és de 400-1400 g/mol. Segons la
nomenclatura internacional d'ingredients cosmetics (INCI) s'anomena “Paraffin”. El seu
aspecte és el d'un liquid incolor, practicament insoluble en aigua i en etanol al 96%.
Presenta una densitat de 0.86 g/mL a 20°C i un punt de fusi6 de 42-44°C. Cal
emmagatzemar-lo en envasos protegits de la llum ja que és fotosensible. Es un agent
amb propietats emollients ja que al ser aplicada sobre la pell la protegeix i estova
augmentant la seva flexibilitat. Es fa servir com agent de consistencia i base de pomades i
emulsions en preparats topics. També es fa servir en el recubriment de capsules i
comprimits.

3.1.3. Components aquosos

Aigua

Es va utilitzar aigua desionitzada i posteriorment filtrada utilitzant un sistema de
purificacié d'aigua Millipore model SYNSVHFWW Synergy® UV. Resistivitat de l'aigua
produida 18.2 MQ-cm. TOC < 5 ppb. Qualitat de I'aigua Tipus L.

Aigua deuterada

L'aigua deuterada utilitzada va ser subministrada per Sigma-Aldrich (ref. 151882, CAS
7789-20-0) amb una puresa > 99.85%. Formula quimica: D;O. Sindnims: aigua pesada,
oxid de deuteri.
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3.1.4. Altres components quimics utilitzats
Acid (Poli(D,L-lactic-co-glicolic) (PLGA)

L'acid (Poli(D,L-lactic-co-glicolic) abreviat com PLGA subministrat per Evonik (ref. 719919,
CAS 26780-50-7) és un un copolimer de l'acid lactic i de I'acid glicolic amb una relacié
lactic:glicolic (75:25) que es comercialitza com a Resomer RG® 752 H. La seva formula
quimica (Figura 3.15) és [(CeHgO4)x(CaH4O4)yln amb un pes molecular 4000-15000 g/mol.
A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un solid en forma de pols. Presenta una
temperatura de transicié vitrea de 45°C (Muthu, 2009). El PLGA és biodegradable i
biocompatible. Aixi mateix ha estat aprovat per la FDA i I'Agéncia Europea de Medicina
per la seva utilitzacié en sistemes d'alliberacié de farmacs per via parenteral. Degut a les
propietats que exhibeix el PLGA és utilitzat en la formulaci6 de nanoparticules
polimériques (Danhier, 2012), (Makadia, 2011).

Sagiats

o

Figura 3.15. Estructura quimica del PLGA. (x fa referéncia al nombre d'unitats de l'acid lactic i y fa
referencia al nombre d'unitats de I'acid glicolic).

Dexametasona

La dexametasona abreviada com DXM subministrada per Fagron (ref. 30504-22, CAS 50-
02-2) amb wuna puresa del 99.8% és un farmac antiinflamatori esteroide i
immunosupressor. La seva formula quimica és CoHaoFOs (Figura 3.16) i el seu pes
molecular és 392.47 g/mol. A la temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un solid en
forma de pols blanca. Exhibeix un punt de fusié de 262-264°C. Es practicament insoluble
en aigua i és soluble en etanol. Es sensible a la llum. La dexametasona és utilitzada com
anti-inflamatori en el tractament de I'astma amb una dosi terapeutica de 10 mg% (10 mg/
100 mL) (Gémez-Gaete, 2007).

Figura 3.16. Estructura quimica de la Dexametasona.
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Blau de metilé

El blau de metilé subministrat per Sigma-Aldrich (ref. M9149, CAS 7220-79-3) és un
colorant hidrofilic amb una puresa > 82%. La seva formula quimica és C16H18CIN3S-3H,0 (
Figura 3.17) i el seu pes molecular és 373.90 g/mol. Sinonims: blau basic 9. A la
temperatura de 25°C el seu aspecte és el d'un solid en pols de color verd obscur i és

N
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soluble en aigua.

Figura 3.17. Estructura quimica del Blau de Metilé.

Sudan IV

El Sudan IV subministrat per Sigma (ref. S 4261, CAS 85-83-6) és un colorant lipofil amb
una puresa > 80%. La seva formula quimica és CxHN4O (Figura 3.18) i el seu pes
molecular és 380.5 g/mol. Sinonims: oli vermell IV. A la temperatura de 25°C el seu
aspecte és el d'un solid en pols de color vermell fort marré. Es utilitzat a nivell industrial
per colorejar olis, ceres, varnissos, etc.

Figura 3.18. Estructura quimica del Sudan IV.

Acetonitril (ACN)

L'acetonitril abreviat com a ACN subministrat per Merck (ref. 100003, CAS 75-05-8) és un
solvent organic utilitzat en cromatografia en fase liquida amb una puresa > 99.9. La seva
formula quimica és CH3CN (Figura 3.19) i té un pes molecular de 41.05 g/mol. El seu
aspecte és el d'un liquid incolor, que presenta un punt de fusié de -45.7°C i un punt
d'ebullicié de 81.6°C. Exhibeix una densitat de 0.786 g/cm’ a 20°C.

H,C—C=N

Figura 3.19. Estructura quimica de I'acetonitril.
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Dimetil sulfoxid (DMSO)

El dimetil sulfoxid abreviat com a DMSO subministrat per Sigma (ref. D5879, CAS 67-68-5)
amb una puresa > 99.5% és un solvent polar que presenta un pes molecular de 78.13
g/mol. La seva formula quimica és C;HeSO (Figura 3.20). A la temperatura de 25°C el seu
aspecte és el d'un liquid incolor. Es soluble en aigua, etanol, acetona, éter, benzé i
cloroform. El seu punt de fusié és de 18.45°C. El DMSO és utilitzat en I'assaig bioquimic
de MTT per a dissoldre els cristalls de “formazan”.

@)
||

PN

Figura 3.20. Estructura quimica del DMSO.

3.1.5. Altres materials
Cél-lules HelLa

Les cellules HelLa subministrades amablement pel Dr. Josep Villanueva del laboratori
“Tumor Biomarkers Group” de I'Institut d'Oncologia de la Vall D'Hebron, (VHIO) sén un
tipus de cél-lules utilitzades en investigacio cientifica. El llinatge al que pertanyen aquestes
cél-lules prové d'una mostra de cancer cervic-uteri obtinguda el 8 de febrer de 1951 d'una
pacient anomenada Henrietta Lacks (d'aqui I'acronim de Hela) que va morir I'octubre
d'aquell mateix any com a conseqiiéncia del cancer que patia (Sherer, 1953). Es el llinatge
cel-lular més antic conegut i utilitzat en una major frequéncia (Rahbari, 2009).

Medi de cultiu Eagle modificat de Dulbecco (DMEM)

El medi de cultiu Eagle modificat de Dulbecco abreviat com "DMEM high glucose”
subministrat per Gibco (ref. 41965-039) és utilitzat en assajos biogquimics com a medi de
cultiu cellular. El medi de cultiu utilitzat en aquest estudi contenia també un 10% de
suero fetal bovi (FBS) suministrat per Gibco (ref. 10500-064) i un 1% d'antibiotics
(Penicil-lina/Estreptomicina, 5000 U/mL) subministrat per Gibco (ref. 15070-063).
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3.2. APARELLS I INSTRUMENTS

- Cromatograf de liquids d'alta resolucié (HPLC)

Cromatograf de liquids d'alta resolucié Waters 1525 Series, equipat amb una bomba de
gradient binari amb un nivell maxim de flux de 10 mL/min i una pressié maxima de 6000
psi (414 bars), un detector UV-visible Waters 2489 amb un rang de longitud d'ona 190-
600 nm, i un autoinjector model Waters 2707 amb un rang de volum d'injecccié de 5 a 50
pL. L'equip esta connectat a un ordinador mitjancant una interficie (SATIN). El software
que controla l'equip és el Breeze 2. La columna utilitzada va ser una columna Waters
Spherisorb® 5 pm ODS2 4.6 x 150 mm (ref. PSS831913, n° serie 01663913813675).

- Espectrofotometre de correlacié creuada de fotons

Espectrofotometre de Correlacié Creuada de Fotons 3D (PCCS 3D), LS Instruments.
Permet realitzar mesures de dispersié de llum (light-scattering) dinamica (DLS) i estatica
(SLS) amb angle variable 12°-155° amb una resolucié >0.01. La tecnologia 3D permet
suprimir la dispersié multiple. Disposa de control de temperatura. El laser és d'He-Ne amb
una longitud d'ona de 633 nm. El software 3D LS Spectrometer v.6.3 permet I'estimacio
automatica del radi hidrodinamic mitjancant el métode d'analisi de “Cumulants” i
I'estimacié del perfil de distribucié de mides pel métode d’analisi CONTIN.

- Espectrometre de ressonancia magnetica nuclear (RMN)
Espectrometre de Ressonancia Magnética Nuclear Varian 500 MHz (11.7 Teslas) equipat
amb una consola Inova, una sonda de deteccié inversa AutoX. El software d'adquisicio
que utilitza és la versié 2.2D del VnmrJ. En el tractament dels resultats es va emprar el
software MestReNova v.8.1.

- Microscopi optic
Microscopi optic Olympus BX51TRF-6. Permet treballar en transmissié & en reflexio.
Disposa de les tecniques d'observacié de camp clar, camp fosc, contrast de fases, contrast
interferencial, polaritzacio i fluorescéncia. Té acoplada una camara digital (Olympus DP73)
connectada a un ordinador amb un software Stream Essentials que permet la captura
d'imatges i videos.

- Agitadors
Agitador magnétic amb calefacci6 MRHei-Standard connectat a una sonda de
temperatura Heidoph EKT HeiCON. Revolucions maximes 1400 rpm. Temperatura O-
300°C. Exactitud d'ajust de temperatura + 1°C.

Agitador Vortex Genie 2 Scientific Industries. Disposa de control de velocitat variable que
permet 'agitacié de mostres de manera suau o vigorosa.
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- Balances
Balanca Analitica Metler Toledo AB204-S. Interval de treball 10 mg — 220 g amb un rang
d'incertesa admissible de +/- 0.0001.

- Bany termostatitzat
Bany d'aigua termostatitzat: bany de metracrilat de metil amb control de temperatura
mitjancant un termostat ThermoScientific™ SC100, rang de treball -25 - 100°C i un
criostat Haake EK20 amb una capacitat de refredament de fins a -20°C. Estabilitat de la
temperatura 0.02°C. Recircula 'aigua a un cabal de 17 L/min.

- Centrifugues
Centrifuga Eppendorf 5804 R. Velocitat maxima de 5000 rpm, equivalent a 4500g.
Temperatura variable -9 - 40°C.

- Conductimetre
Conductimetre Crison GLP31 connectat a un ordinador. Esta equipat amb una cella de
conductivitat model 52-92 Crison amb un eletrode de Pt i una constant de cella de 1 cm’
' Permet controlar la temperatura + 0.0055°C mitjangant un sensor de temperatura
model 55-31 Crison.

- Rotavapor
Rotavapor Buchir-210V Plastic Glas. Aparell destinat a la destil-lacié de liquids volatils en
condicions de temperatura i pressié programables digitalment. Consta de bomba de buit,
controlador digital de buit, cubeta de temperatura regulable, control de velocitat de
rotacié i condensador connectat a un criostat que permet evaporar a baixa temperatura.

- Espectrofotometre de Microplaques
Espectrofotometre per Microplaques Epoch™ BioTek. Sistema basat en monocromador
UV-Vis per seleccié de longituds d'ona desde 200 nm fins a 999 nm i capacitat de lectura
de microplaques desde 6 fins a 384 puets, tot controlat a través del Software per Analisi
de Dades Genb.

- Analitzador d’estabilitat per retrodifusié de llum
El analitzador d'estabilitat per retrodifusi6 de Illum Turbiscan LAB Formulaction,
(Formulaction, 2016a), (Formulaction, 2016b) consta d'una font de llum propera a
I'infraroig (880 nm) i de dos detectors sincronitzats. La tecnologia del Turbiscan TM
permet mesurar la intensitat de llum retrodispersada “backscattering” (a un angle de 135°
respecte a la llum incident) i la intensitat de llum tramsmessa “transmission” (a un angle
de 0° respecte a la font de llum incident) en funcié de l'algada de la mostra amb la

62



Aparells i instruments

finalitat de detectar canvis en la mida de particula (coalescéncia, floculacid) i separacié de
fases (sedimentacié, cremat) fins a 50 vegades més rapid que a nivell visual. La mostra es
manté a temperatura controlada (desde temperatura ambient fins a 60°C). Per I'adquisicio
i analisi de dades utilitza el software Turbisoft 2.0 o Turbisoft Lab Expert.
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3.3. METODES

En la present memoria els tensioactius, components oliosos i components aquosos s'han
abreujat amb les sigles S, O i W, les inicials dels mots anglesos “surfactant”, “oil” i “water”
respectivament.

Sin6 s’especifica el contrari el contingut dels components esta expressat en % en pes i les
relacions entre els components sén massiques.

S'ha definit com fraccié massica, Rapb :

Ry = —2& (Equacié 3.1)

meg+my

on mg i my, son les masses dels components.

3.3.1. Elaboracié de diagrames de fases

Es van elaborar diagrames de fases ternaris de sistemes aigua/tensioactiu/component
oliés mitjangant dos métodes:

- Meétode de valoracio

Els métodes de valoracié son utilitzats per a realitzar un “screening” del comportament
fasic del sistema delimitant les zones monofasiques i multifasiques aixi com la presencia
de composicions que presenten birrefringéncia.

El metode de valoracid consisteix en l'addici6 de quantitats successives d'un dels
components a diferents mescles binaries constituides pels components restants,
(tensioactiu i component oliés). Es va procedir preparant en vials de vidre amb taps de
rosca composicions amb diferents relacions oli/tensioactiu. Les mostres van ser
homogeneitzades mitjangant un agitador vortex. A continuacié es va procedir a I'addicié
de quantitats successives d'aigua. Després de cada addicid, les mostres es van
homogeneitzar novament amb un agitador vortex i tot seguit es va realitzar I'observacié
visual anotant I'existéncia d'una o més fases macroscopiques, la transparéncia,
transllcidesa, terbolesa o opacitat de les mostres, el color, la viscositat i la presencia de
regions amb birrefringéncia que van ser identificades per la brillantor que presenten quan
sén observades entre polaritzadors de la llum creuats i exposats a una font lluminosa.

- Meétode de pesada directa
El métode de pesada directa s'utilitza per tal de definir els limits de les regions amb més
precisid i per coneixer les fases a I'equilibri del diagrama.
El métode de pesada directa consisteix en preparar les mostres amb les diferents
composicions finals. Aixi, per cada composicié es van pesar, en tubs de vidre, tots els
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components. A continuacié es van centrifugar els tubs durant 5min a 5000 rpm i després
es van sellar a la flama per evitar la possible evaporacié de la mostra. Finalment les
mostres van ser agitades amb un agitador vortex. En els sistemes amb el Brij30 va ser
necessari escalfar les mostres a uns 80°C aproximadament a fi d'assolir una bona
homogeneitzacié. Després d'escalfar, les mostres es van congelar durant un periode
minim de 14h. Finalment es van termostatitzar els tubs en un bany a la temperatura
desitjada fins a aconseguir separacié de fases. Les fases estan en equilibri termodinamic
quan son transparents. Les diferents fases transparents estan separades per interficies.
L'observacio visual de les mostres es va realitzar com s'ha descrit en el métode de
valoracié.

La presencia de fases de cristall liquid es va identificar, primer, com s'ha indicat en els
meétodes de valoraci6, a través de polaritzadors de la llum creuats. Per confirmar la
preséncia de cristall liquid es van observar les mostres per microscopia optica amb llum
polaritzada que permet identificar les fases.

La nomenclatura utilitzada en aquest treball per denominar les fases i la corresponent
descripcié es mostren a la Taula 3.1.

Taula 31, Nomenclatura de les principals fases trobades en els sistemes
aigua/tensioactiu/component oliés a les quals es fara referéncia en els diagrames de fases de la
seccio de Resultats i discussio.

Nomenclatura Descripcio
Fase liquida isotropa de solucions micel-lars o microemulsions, d’estructura
D1, L1
O/W.
D' Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
! pellicula interficial del tensioactiu cap a I'oli (curvatura concava o positiva).
L Fase anisotropa i lleugerament viscosa que correspon a una fase de cristall
« liquid laminar.
B, LL Fase liquida isotropa i transparent de solucions micel-lars o microemulsions,
2 d'estructura W/O.
D' Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
: pellicula interficial del tensioactiu cap a I'aigua (curvatura convexa o negativa).
M, Fase multifasica d'estructura O/W.
M, Fase multifasica d'estructura W/O.
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3.3.2. Determinacié de la Temperatura d’inversié de fase (Typ)

La determinacié de la Tuie es va realitzar mitjancant mesures de conductivitat especifica
en funcié de la temperatura. La fase aquosa és normalment conductora, mentre que la
fase oliosa no ho és. Al augmentar la temperatura, en sistemes amb tensioactius no ionics
etoxilats es produeix un descens brusc en els valors de conductivitat especifica, indicant la
inversié de fases d'estructures directes o de fase externa aquosa (O/W) a estructures
inverses o de fase externa oliosa (W/O) (Figura 3.21). La Tus és la temperatura promig
entre la temperatura a la qual la conductivitat comenca a disminuir i quan aquesta
assoleix el valor més baix. Per a determinar la Tuis es va procedir de la manera segiient: es
van pesar en un vial primer el tensioactiu i I'oli i es van homogeneitzar mitjangant agitacio
vortex. A continuacié es va pesar l'aigua. La mostra (3g) va ser agitada amb vortex i
escalfada a 80°C aproximadament i es va mantenir congelada com a minim una nit abans
de procedir a fer les mesures de conductivitat. Per a realitzar aquestes mesures es va
introduir el vial en un recipient amb aigua-gel a 5-10°C en una placa amb agitacio
magnetica amb calefaccié, a 1000 rpm. Dins del vial es va introduir I'electrode del
conductimetre i en el recipient exterior que contenia l'aigua-gel s'hi va instal-lar una
sonda de temperatura. Abans de procedir a fer les mesures es va esperar a que la mostra
assolis la temperatura inicial que generalment va ser de 10-20°C depenent del sistema. A
continuacié es va augmentar lentament la temperatura registrant de manera simultania
els valors de conductivitat i de temperatura.

o/wW

Conductivitat / mS-cm

Temperatura / °C —

Figura 3.21. Exemple de perfil de conductivitat en funcié de la temperatura.

En general, en sistemes amb tensioactius no ionics etoxilats purs és necessari,
generalment, afegir a la fase aquosa una petita concentracié d'electrolit per augmentar la
seva conductivitat especifica i obtenir aixi un perfil més nitid de la temperatura d'inversio
de fase sense produir canvis significatius en el valor de la Tus (Shinoda, 1970). No
obstant, en el present treball I'Gs de tensioactius comercials ha fet possible la
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determinaci6 de la Tw per conductivitat sense haver haver d'afegir electrolits ja que els
tensioactius comercials contenen espécies ioniques provinents de la seva sintesi.

3.3.3. Formacié de nano-emulsions

3.3.3.1. Emulsificaci6 a temperatura constant per addicié d'aigua (amb o sense
inversio6 de fases)

L'emulsificacié va consistir primer en barrejar mitjancant vortex el component olids i el
tensioactiu en la relacié Ros seleccionada fins a obtenir una mescla homogeénia. A
continuacié es va addicionar a la barreja O/S, mantinguda en agitacié amb vortex, la
quantitat necessaria d'aigua mitjancant una xeringa en addicions successives o en una
sola addicié. L'addicid es va realitzar a temperatura ambient i un cop addicionada tota
I'aigua es va mantenir la mostra a la temperatura constant seleccionada. La quantitat total
de mostra preparada va ser de 4g.

En els sistemes amb polimer i/o principi actiu a la fase oliosa es va incorporar el principi
actiu en el component olids i es va deixar en agitaci6é tota una nit abans de preparar la
mescla amb el tensioactiu i d'addicionar posteriorment I'aigua.

- Determinaci6 de la zona de formacid6 de nano-emulsions en sistemes
aigua/tensioactiu/component olids

La formacié de nano-emulsions en sistemes aigua/tensioactiu/component olidés es va
avaluar primer d'una manera qualitativa a nivell visual. Es van seleccionar diferents
relacions Ros i es va addicionar I'aigua anotant a quina concentracié es formaven les
nano-emulsions i a quina es desestabilitzaven. Es van considerar nano-emulsions les
composicions amb un aspecte transparent 6 translicid i que presentaven efecte Tyndall
quan eren observades a través d'un focus de llum. Aquest efecte és caracteristic de les
dispersions de mida de gota petita, les quals sén capaces de dispersar la llum incident de
manera que la llum dispersada s'observa de color blau i la llum transmesa d'una tonalitat
vermella-taronja (Sul, 2011). Contrariament, I'opacitat o tonalitats grisses indiquen mides
de gota superiors a 500 nm, és a dir, macroemulsions o emulsions convencionals.

3.3.3.2. Emulsificaci6 a temperatura constant per addici6 de tensioactiu a
microemulsions (sense inversié de fases)

L'emulsificacié va consistir en I'addicié d'un segon tensioactiu S2 mitjancant una pipeta
pasteur per addicions successives a la fase de microemulsié D1 (2g). Durant I'addicié del
tensioactiu S2 es va mantenir la mostra en agitacio i termostatitzada.
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3.3.4. Preparaci6 de nanoparticules

Es van preparar nanoparticules polimériques a partir de nano-emulsions polimeériques
mitjancant el métode de I'evaporacié de solvent. El solvent, acetat d'etil, va ser evaporat
de manera controlada mitjangant un rotavapor a pressi6é reduida durant 45 minuts (43
mbar, 135 rpm, 25°C, per 4 i 15g de mostra) (Desgouilles, 2003). Degut a que l'acetat
d'etil és parcialment soluble en aigua durant el procés d'evaporacié també es van
evaporar petites quantitats d’aigua. Amb la finalitat de mantenir la concentraci6 inicial de
nanoparticules i de principi actiu es va compensar el volum evaporat amb aigua.

Un altre metode que es va utilitzar per evaporar el solvent, és mantenir la nano-emulsié
durant tota una nit en agitacié constant i suau a temperatura ambient. Per tal
d'augmentar la superficie d'evaporacié es va deixar el vial que contenia la nano-emulsi6é
obert. En estudis previs realitzats en el grup es va determinar que realitzant I'evaporacié
del solvent a temperatura ambient i amb agitacié magnética durant un minim de 7h era
suficient per considerar que tot l'acetat d'etil s'havia evaporat, ja que es va fer un
seguiment de la mida de particula amb el temps d’evaporacié i no es va observar variacié
de la mida a partir de les 7h.

3.3.5. Incorporacié del principi actiu

Es va seleccionar la dexametasona com a principi actiu model per estudiar la seva
encapsulacié en nanoparticules polimeériques. La dexametasona es utilitzada com anti-
inflamatori en el tractament de I'astma amb una dosi terapéutica de 10 mg% (10 mg/ 100
mL) (Gémez-Gaete, 2007). Amb la finalitat de tenir aquesta dosi en la formulacié es van
dissoldre 0.18% de dexametasona en la fase oliosa (Fornaguera, 2015). A continuacio, es
van preparar les nanoparticules a partir de les nano-emulsions segons el metode descrit a
I'apartat 3.3.4. Donat que la dexametasona és sensible a la llum es va tenir especial cura
de protegir les mostres amb paper d'alumini o d'utilitzar vials de color ambar per la
quantificacié del principi actiu mitjancant HPLC (veure seccié 3.3.8).

3.3.6. Determinacié de I'eficiéncia d’encapsulacié

Es va determinar l'eficiéncia d'encapsulacié del principi actiu en les nanoparticules
polimeériques mitjancant un metode indirecte de filtracié/centrifugacié. Es va addicionar la
dispersié de nanoparticules (2.5-3g) en un tubs Falcon amb un filtre de cellulosa
regenerada amb un pes molecular limit (MWCO) de 3 kDa, Amicon® Ultra-4 Centrifugal
Filter Units (Millipore). Les mostres van ser centrifugades a 5000 rpm durant 60 minuts. El
filtrat que contenia el principi actiu no-encapsulat va ser quantificat mitjangant
cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC). Les determinacions per cada composicié
estudiada es van realitzar per triplicat. L'eficiéncia d'encapsulacié es va calcular d'acord
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amb I'Equacié 3.2. Els resultats estan expressats com a valor promig * desviacié
estandard.

N . ., 1-DXMpo— .y
Eficiéncia d'encapsulacio(%) = # x100 (Equacié 3.2)

3.3.7. Estudis de difusié

Els experiments es van realitzar utilitzant tres recipients de vidre cil-lindrics amb doble
paret disposats damunt d'una multiplaca amb agitacié magnética, i connectats a un bany
temostatitzat per mantenir la temperatura constant. Durant el temps de realitzacié de
I'estudi es van mantenir els tres recipients tapats amb Parafilm® per tal d'evitar pérdua de
solucié receptora per evaporacié. Es van utilitzar bosses de dialisi hidrofiliques
Spectra/Por® 4 Dialysis Membrane semipermeables, de cellulosa regenerada
subministrades per Spectrumlabs (ref. 132697), i amb un limit d'exclusié de 12-14 kDa,
molt superior al pes molecular del principi actiu. Per tal d’eliminar els possibles residus de
la membrana provinent del procés de fabricacié aixi com per acondicionar-les es van
deixar en remull en una soluci6é aquosa d'etanol al 10% durant 10 minuts i a continuacio
durant 20 minuts en aigua milliQ.

Es va utilitzar aigua com a solucié receptora. Els experiments es van realitzar per triplicat i
seguint condicions allunyades de la saturacié (condicions “sink”), és a dir, utilitzant un
volum de solucié receptora suficient per a mantenir una concentracié de principi actiu
durant tot I'assaig molt allunyada de la concentracid de saturacio. Per assolir condicions
“sink” el volum de solucié receptora ha de ser com a minim entre 3 i 10 vegades superior
al volum de saturacié del principi actiu (“Dissolution test for solid dosage forms,”
2008).

Abans d'iniciar I'estudi es van omplir els vasos encamissats amb 150 mL de solucié
receptora (aigua MilliQ) i es van deixar uns minuts per a que les solucions assolissin 25°C.
La Figura 3.22 mostra una representacié esquematica del dispositiu emprat en I'estudi
d‘alliberacié del principi actiu.

L'estudi de difusié es va efectuar amb 2.5-3 g de mostra dins de la bossa de dialisi i
submergit en la soluci6é receptora. Amb una pipeta automatica es va extreure 1 mL de
mostra de solucié receptora, compensant el volum extret amb solucié receptora nova. Es
van realitzar les extraccions cada 5, 10, 15, 30, 45min i cada hora durant els periodes (1-9h
i 21-30h) i totes les mostres es van dipositar en vials i es van analitzar mitjancant HPLC,
obtenint els diferents perfils de difusio.
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Figura 3.22. Representacié esquematica del dispositiu emprat en I'estudi d'alliberacié del principi
actiu.

3.3.8. Quantificacié del principi actiu per HPLC

La quantificacié del principi actiu es va realitzar mitjancant cromatografia liquida d‘alta
resolucid "high performance liquid cromatography” (HPLC). El métode d'analisi es va
desenvolupar a partir de metodes descrits a la literatura (Gomez-Gaete, 2007). Les
determinacions es van realitzar amb una columna Water Spherisorb ODS2 C18 i un
detector UV-visible a una longitud d'ona de 238 nm. Es va emprar un métode isocratic
aigua/acetonitril 60/40 v/v, amb un flux de 1 mL/min, un volum d'injeccié de 20 pL i a
temperatura ambient. El temps de retencié de la dexametasona en aquestes condicions
va ser de 4 minuts (Figura 3.23).

g
|
00 ‘
0032 ‘
0028 ‘
o024 ‘

AU

0022
0020 |
o018

0016 |
o014 |
0012} |
0010 [
0008

0006 |
0004

0002 |

0000
0002 . i
000 100 200 300 400 500 600 700 80

Figura 3.23. Cromatograma representatiu d'una solucié de principi actiu (DXM), concentracié 16
Hg/9.
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- Calibrat

El calibrat es va efectuar preparant patrons a diferents concentracions de principi actiu,
utilitzant aigua com a dissolvent i analizant-los en les condicions anteriorment descrites.
La representacio grafica del valor de les arees sota la corba dels pics obtinguts per a cada
una de les concentracions de les solucions patré va permetre extreure la recta de calibrat
mitjancant l'ajust dels minims quadrats o de regressio lineal (Equacié 3.3). A partir de les
rectes de calibrat es va determinar la zona de resposta lineal, és a dir, les concentracions
limit dels patrons.

y =A+Bx (Equacié 3.3)
ony és el valor de I'area cromatrografica, A és I'ordenada a l'origen, B és el pendent de la

recta i X és la concentracié.
La Figura 3.24 presenta la recta de calibrat obtinguda pel principi actiu en aigua.
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Figura 3.24. Recta de calibrat del principi actiu en aigua. La linia discontinua representa I'ajust per
regressio.

D’aquesta manera per interpolacié es pot obtenir a partir de la recta de calibrat la
concentracié de principi actiu en la solucié problema.

3.3.9. Analisi in vitro de viabilitat de les ceél-lules

Es va analitzar la citotoxicitat de les dispersions de nanoparticules amb i sense farmac
mitjancant un assaig bioquimic de viabilitat de les cél-lules a través de la seva activitat
metabolica. L'assaig bioquimic es va realitzar mitjancant el metode colorimétric MTT
(Riss, 2011). El MTT o (bromur de 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-il)-2,5-difiniltetrazoli) és una sal
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de tetrazoli, insoluble en medi aquoés, de color groc, que en ser reduit a “formazan” en les
cél-lules vives pren un color lila intens. Quan les cél-lules moren aquestes perden I'abilitat
de reduir el MTT a “formazan”, d'aquesta manera aquest métode colorimétric és un
marcador adequat només de les cél-lules vives i s'empra com una mesura de la viabilitat
cel-lular. Les céllules vives a través de la seva activitat metabolica redueixen el MTT a
“formazan”. Aixi, si posteriorment es dissol la sal precipitada (“formazan”) amb DMSO i es
realitza la lectura d'absorcié d'intensitat a la longitud d’ona de 570 nm s'obté una relacié
d'absorbancies que es correlaciona amb la viabilitat del cultiu celllular, és a dir, a més
intensitat de color, més activitat mitocondrial de les cél-lules i per tant indica més activitat
de les cél-lules vives. El mecanisme cel-lular a través del qual es produeix la reduccié del
MTT encara no és del tot conegut, pero probablement implica la reaccié amb el co-enzim
NADH o molécules reductores similars que transfereixen electrons al MTT.

L'assaig es va realitzar com es descriu a continuacio:

En una placa de cultiu de 96 pouets es va realitzar el sembrat de les cél-lules en 200 pL de
soluci6 DMEM com a medi de cultiu, a la temperatura de 37°C durant 24h. Després, el
medi de cultiu va ser reemplacat per les mostres diluides en medi de cultiu fresc. Les
cél-lules van ser incubades durant 4h a 37°C en atmosfera de CO,. Després d'aquest
temps d'incubaci6 el medi va ser reemplagat amb 200 pL de medi de cultiu fresc amb la
finalitat d'eliminar les nanoparticules que no haguessin entrat a les céllules.
Transcorregudes 24h des de l'inici de I'analisi es va realitzar I'assaig amb MTT, ja explicat
previament, per tal de determinar la viabilitat de les cél-lules a les nanoparticules amb i
sense farmac per triplicat.

S’ha de mencionar que la manipulacié en tot el procés es va realitzar seguint el protocol
establert en el laboratori de cultius cellulars del departament de Farmacia i Tecnologia
Farmaceéutica de la facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona. Aixi, tot el material
utilitzat va ser estéril i la manipulacié de cultius es va realitzar en una cabina de seguretat
biologica, o de flux laminar, desinfectada amb etanol al 70% abans i després del seu Us.

3.3.10. Difusié d'un colorant

Amb l'objectiu d'identificar possibles estructures de microemulsions, es va realitzar
I'estudi de la difusié d'un colorant hidrofil (Blau de metilé) i d'un colorant lipofil (Sudan
IV). Es van preparar 2 g de mostra i aquesta es va transferir a un vial que contenia 2 mg
de colorant. La difusié del colorant es va avaluar per observacié visual durant 2h.
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3.3.11. Estimacio dels coeficients de difusi6 per Ressonancia Magnética
Nuclear

Amb la finalitat de caracteritzar fases d'estructura discreta (directe o inversa) i de
microemulsié bicontinua, es va procedir a determinar els coeficients de difusié de cada un
dels components presents en la mostra de microemulsié mitjangant la técnica
d'espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Per a les determinacions es van utilitzar tubs de vidre de RMN de 5 mm de diametre
aptes per treballar a diferents temperatures (ref. WILMAD®528-PP-8) i l'aigua de les
mostres va ser substituida per aigua deuterada (D;0).

La sequiencia de pulsos utilitzada en la present tesi per estimar els coeficients de difusié D
va ser una seqiiéncia que utilitza pulsos bipolars per estimular el “spin-echo”, “bipolar
pulse pair stimulated echo” (BPPSTE) (Wu, 1995), (Liu, 2009), ajustant el gradient
(G=1-30G-cm™1), duracié del gradient (§ = 0.0020 s), i separaci6 entre els gradients
(Agigua= 0.05), (Apexageca= 0.25). Les mesures es van realitzar a temperatura constant. La
descripci6 dels fonaments d'aquesta técnica es troba a la Introduccié (seccid 1.2.1)

3.3.12. Caracteritzacio de la mida i forma de les gotes per dispersio
dinamica i estatica de la llum laser

Es van estimar la mida i forma de les microemulsions, la mida de les nano-emulsions i de
les nanoparticules polimériques mitjancant un espectrometre de correlacié creuada de
fotons. Per a les determinacions es van utilitzar tubs de vidre de 5 mm de diametre (ref.
NORELL 5-5-300-7, Select Series™).

Per estimar la mida es van realitzar mesures de dispersié de llum dinamica “dynamic
light-scattering” (DLS). Es van realitzar les mesures a angles de dispersié 6 de 45°, 60°, 90°
i 120°. L'experiment per cada mostra es va realitzar per triplicat i el temps de cada mesura
va ser de 50s a temperatura constant. L'equip amb el que es van realitzar les mesures
disposa d'un software amb el que realitza els analisis de Cumulants i CONTIN de manera
automatica. L'analisi de dades pel métode “Multi-angle” realitzat de manera manual com
es troba descrit a I'apartat 1.2.2.1 de la Introduccié.

Per estimar la forma de les gotes es van realitzar mesures de dispersié de llum estatica
“static light-scattering” (SLS). Es van realitzar les mesures a angles de detecci6 6 entre 35°
i 135° amb increments de 10°. El temps de cada mesura va ser de 50s i la temperatura es
va mantenir constant. L'analisi de les dades es va realitzar segons el procediment descrit a
I'apartat 1.2.2.2 de la Introduccid.
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3.3.13. Estabilitat de les emulsions i de les dispersions de nanoparticules

Es va estudiar |'estabilitat de les nano-emulsions polimeériques i de les dispersions de
nanoparticules polimériques amb i sense farmac mesurant la intensitat de llum
transmessa i retrodispersada “backscattering” mitjancant un analitzador per retrodifusié
de llum (Turbiscan) a la temperatura controlada de 25-28°C, en funcié de l'alcada de la
mostra (15g). Les mesures es van realitzar cada hora durant un periode de 24h.
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RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. Selecci6 dels components i estudis preliminars

Per tal d'aprofundir en els mecanismes de formacié de les nano-emulsions per metodes
de baixa energia i assolir aixi un dels principals objectius de la tesi era necessari utilitzar
tensioactius que permetessin la formacié de nano-emulsions per diferents metodes. Per
aquesta rad es va realitzar una cerca dins del grup de tensioactius no ionics etoxilats. Aixi
mateix en la seleccié dels components es va tenir en compte que fossin aptes per
possibles aplicacions en el camp farmaceutic o cosmetic.

Amb la finalitat d'obtenir eficiéncies d’emulsificacié elevades pel métode PIC, és a dir,
nano-emulsions amb mida de gota minima utilitzant la menor quantitat de tensioactiu, es
va considerar la formulacié de nano-emulsions a temperatures proximes a la temperatura
d'inversié de fase (Tus) del sistema, ja que és en aquestes condicions on els valors de
tensio interficial O/W sén molt baixos i en consequéncia les gotes d'emulsié que es
generen son d'una mida molt petita. No obstant, quan els valors de tensié interficial sén
baixos la desestabilitzacié de I'emulsié per coalescéncia es produeix de manera rapida i
fan que tot i que la formacié de I'emulsié estigui molt afavorida aquesta sigui inestable.
Per altra banda, en aquestes condicions es facilita la preséncia en el sistema de fases en
les quals el film interficial poseeix curvatura zero (bicontinua 6 laminar) durant
I'emulsificacio.

En base a aquesta hipotesi calia seleccionar sistemes aigua/tensioactiu/oli que
permetessin la formulacié de fases de microemulsié proximes a la temperatura d'inversio
de fases i a més que aquesta temperatura Ty fos proxima a la temperatura de
preparacié de les nano-emulsions (25°C). Aixi en base a aquests requeriments es van
seleccionar tensioactius i olis tals que poguessin permetre que el sistema
aigua/tensioactiu/oli presentés un balang hidrofil-lipofil (HLB) equilibrat.

Primer, es van pre-seleccionar tensioactius no ionics etoxilats amb un nombre del balang
hidrofil-lipofil (Nwie) proper a 10. La Taula 4.1 mostra els tensioactius no ionics etoxilats

pre-seleccionats que cumplien aquests requeriments.

Taula 4.1. Tensioactius pre-seleccionats

Tensioactiu Formula quimica | Ny
Brij 30 Ci2Ey 9
Synperonic 13/3 Ci3Es 9
Synperonic A4 Ciz213E4 9

Dels tensioactius presentats a la Taula 4.1 es va seleccionar el tensioactiu Brij30 per a
realitzar els estudis preliminars ja que hi han treballs descrits a la literatura en referéncia a
I'Gs d'aquest tensioactiu en la preparacié de nano-emulsions per métodes d'alta i baixa
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energia (Forgiarini, 2001), (Izquierdo, 2002), (Izquierdo, 2004), (Rao, 2010), (Noor El-
Din, 2012), (Sev¢ikova, 2012), (Ontiveros, 2015).

A continuacié es va seleccionar el component oliés en base al tensioactiu seleccionat
(Brij30). Estimant una Tue de 30°C proxima a la temperatura de preparacié de les nano-
emulsions (25°C) es va calcular el Noj teoric mitjancant I'equacié 1.10, ja descrita
previament a la introduccié (Kunieda, 1985a).

Aixi el valor de Noj teoric va ser de 7.25. A la Taula 4.2 es mostren els olis seleccionats que
presenten un valor de Noil (Kunieda, 1985c) proxim al valor de Noj teoric.

Taula 4.2. Olis seleccionats del sistema aigua/Brij30/oli

oli Noil

Deca 8.5
Dodeca 7

Hexadeca 7.7

Els estudis preliminars van consistir en la determinacié de les temperatures d'inversié de
fases dels sistemes seleccionats i en I'estudi del seu comportament fasic amb la finalitat
de determinar zones de microemulsié proximes a la corba de temperatura Ths.

4.1.1. Temperatures d’'inversié de fases

Es van determinar les temperatures d'inversi6 de fases mitjancant mesures de
conductivitat en funci6 de la temperatura segons el métode descrit a I'apartat 3.3.2.

En els tensioactius comercials, com el Brij30, la Tuie varia amb la composicié degut a la
diferent distribucié dels tensioactius homolegs a la interfase oli-aigua (Kunieda, 1985a).
En conseqiiéncia, és necessari determinar aquesta Twg per a cada composicio d'interes.

A la Figura 4.1 es mostren els perfils de conductivitat especifica obtinguts en funcié de la
temperatura a diferents concentracions de tensioactiu pels sistemes aigua/Brij30/deca,
aigua/Brij30/dodeca i aigua/Brij30/hexadeca. El contingut d'oli i les relacions Row
seleccionades per a cada sistema van ser escollides per similaritat amb els estudis d'altres
autors (Forgiarini, 2001), (Izquierdo, 2002), (Rao, 2010).

Com era previst, tots els sistemes estudiats exhibeixen perfils de conductivitat similars
independentment del contingut d'oli i de la relaci6 Row (Figura 4.1). A temperatures
baixes els valors de conductivitat sén elevats indicant que la fase continua és aquosa. En
aquestes condicions es formen dispersions de tipus oli-en-aigua (O/W). Al augmentar la
temperatura es produeix una disminucié brusca en la conductivitat especifica fins a valors
propers a zero que es mantenen constants al continuar augmentant la temperatura.

78



RESULTATS I DISCUSSIO

(@) (b)
1200
1200 20% Deca —o—3%5 20% Dodeca ——3%S
" 1000 —=—6%S "£ 1000 ——6%S
g —o— 3 —o—9%5S
a g 9% 4
o
3 800 ——11%S < 800 ——11%S
g ——13%S S ——13%S
£ 0 & .
S 600 —a—15%S $ 6001 —a—15%S
2 2
o ﬂl
§ 4004 = 400
= i)
2 3
3 S 2004
£ -]
o c
v 0 e S S 0 o
U T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 A S S . A

o
Temperatura / °C Temperatura / °C

(0 (d)
250 250 E——
R _ —o—2%S Deca, Row = 0.5 ;
- Deca, Row = 0.2 s 'TE d 2 4%
E 200 —o—a%s | 5 200
[V} —®—5%S =
N ——6%S E
a7
S 1504 7%S & 1504
& —v—8%S g
9 A —v—9%S o
o
§ 100 ! oS 2 100
- ——12%S s
£ ——13%s| S
> ‘ ]
€ 50 4 \ TIES % g
3 | Lo 3
| |

T \ c
< \ <]
S o
o o

¥ ) f 7
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Temperatura / °C

Temperatura / °C

(e)

240

1

Hexadeca, Row = 0.2 o 4%s

N

o

=)
!

—=*—5%S
—0—6%S

—*—7%S

=

(o2}

=)
!

——9%S

ol
=}
!

Conductivitat especifica / pS-cm
iy
o
L

Temperatura / °C

Figura 4.1. Conductivitat especifica en funcié de la temperatura a diferents concentracions de
tensioactiu pels sistemes: (a) aigua/Brij30/deca, 20%O, (b) aigua/Brij30/dodeca, 20%0, (c)
aigua/Brij30/deca, Row=0.2, (d) aigua/Brij30/deca, Row=0.5, i (e) aigua/Brij30/hexadeca, Row=0.2.

Aquests valors nuls de la conductivitat especifica indiquen que la fase continua és oliosa,

la mostra esta formada per gotes d'aigua disperses en una fase continua d'oli, és a dir,

estructura tipus aigua-en-oli W/O. Per tant, al augmentar la temperatura es produeix una

inversio de fases, de O/W a W/O. S'ha de mencionar que no es va detectar disminuci6 de
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la conductivitat especifica amb la temperatura en la mostra amb 2%S del sistema
aigua/Brij30/deca, relacié Row 0.5 (Figura 4.1d), indicant aixi la preséncia de I'estructura
tipus O/W en tot el rang de temperatures estudiat (10-90°C).

Per a cada sistema al augmentar la concentracié de tensioactiu disminueix la temperatura
a la que es produeix el canvi brusc de conductivitat.

En els perfils de conductivitat especifica pel sistema aigua/Brij30/hexadeca, relacié Row
0.2, (Figura 4.1e), i concentracié de tensioactiu superior al 5% després d'haver-se produit
la disminucié pronunciada de la conductivitat fins a valors propers a zero es detecta un
augment de la conductivitat especifica fins a assolir un maxim relatiu i després torna a
disminuir fins a valors practicament nuls. Aquest fet indica que la inversié d'estructures
O/W a W/O es produeix mitjancant estructures bicontinues com per exemple cristalls
liquids laminars o estructures tipus esponja (Kunieda, 1996), (Izquierdo, 2002).

La temperatura a la que es produeix aquesta disminucié brusca de la conductivitat
especifica s'anomena temperatura d'inversié de fases (Tuw). Es troben descrits varis
criteris per calcular la Tuie en funcié del perfil de conductivitat obtingut. El criteri que s'ha
seguit en aquest treball és basa en la determinacié del valor mig de temperatura entre els
valors de temperatura abans i després que es produeixi la caiguda de la conductivitat. A
partir dels perfils de conductivitat en funcié6 de la temperatura s’han determinat les
temperatures d'inversié de fases per a cada concentracié de tensioactiu examinada. Aixi
els valors de Twie del sistema aigua/Brij30/component oliés s'indiquen a la Taula 4.3 i a la
Figura 4.2.

Taula 4.3. Tue en funcid del %S pels sistema aigua/Brij30/component oliés, (dodeca, deca i
hexadeca).

Dodeca Deca Hexadeca
% S 20% O 20% O Row=0.5 Row=0.2 Row=0.2
2 - - > 90.0 49.0 -
3 457 40.2 70.8 37.6 -
4 - - 56.9 29.6 46.8
5 - - 47.8 284 39.2
6 30.5 26.1 42.2 27.0 355
7 - - 37.3 19.0 333
8 - - 337 17.8 315
9 26.2 20.4 29.2 17.8 29.5
10 - - 28.6 16.9 28.2
11 25.7 19.0 251 143 27.8
12 - - 235 13.9 274
13 23.2 16.5 224 15.2 274
14 - - 22.5 16.6 26.0
15 235 16.0 22.6 14.9 26.1
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Els valors de Twig obtinguts pels sistemes aigua/Brij30/deca i aigua/Brij30/dodeca, 20% oli
i 3%S concorden amb valors descrits a la literatura (Izquierdo, 2002), (Rao, 2010). El
mateix succeix amb el sistema aigua/Brij30/deca, relacié Row 0.2 i 5%S (Forgiarini, 2001).
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Figura 4.2. Tue en funcié de la concentracié de tensioactiu pels sistemes: (a) aigua/Brij30/deca i
aigua/Brij30/dodeca amb un contingut d'oli del 20%, (b) aigua/Brij30/deca, Row=0.2 i Row=0.5, (c)
aigua/Brij30/deca i aigua/Brij30/hexadeca, Row=0.2.

En tots els sistemes estudiats els perfils de la corbes de Tuis en funcié de la concentracié
de tensioactiu (Figura 4.2) sén similars, com era previst (Kunieda, 1985b), (Ghoulam,
2004). La Twie disminueix al augmentar la concentracid de tensioactiu fins a mantenir-se
constant a concentracions de tensioactius properes al 10-15% depenent del sistema.

Al comparar els valors de Ty del sistema amb deca amb els sistemes amb dodeca (Taula
4.3 i Figura 4.2a) i hexadeca (Taula 4.3 i Figura 4.2c) es confirma, com s’esperava, que
aquests Ultims presenten valors superiors. Aixi mateix, el sistema amb dodeca presenta
unes Tuis superiors a les corresponents al sistema amb deca (Figura 4.2a) ja que la T
augmenta al augmentar la longitud de la cadena hidrocarbonada de l'oli. Aquest
fenomen és degut a I'habilitat de les moléecules d'oli a introduir-se entre les cadenes
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hidrocarbonades de les molécules de tensioactiu de la pel-licula interficial, modificant la
geometria optima del film de tensioactiu en la interfase oli-aigua. Els olis de cadena més
curta penetren amb més facilitat entre les cadenes hidrocarbonades de les molécules de
tensioactiu i aixo afavoreix la curvatura plana del tensioactiu i en consequeéncia la inversié
de fases (Rao, 2010).

En el sistema aigua/Brij30/deca (Figura 4.2b) s'observa que al augmentar la relacié Row,
és a dir, el contingut d'oli, la inversié de fases té lloc a temperatures més elevades. Es
troba descrit a la literatura que hi ha una relacié lineal entre la Tus i la Row (Kunieda,
1985b), (Forgiarini, 2001).

Els tensioactius comercials sén mescles de molecules amb diferent grau d’etoxilacid
(homolegs). Els homolegs etoxilats experimenten un fendomen de particié en la interfase.
D’aquesta manera, els homolegs amb un grau d’etoxilacié més baix, per tant més lipofils,
es dissolen preferentment en la fase oliosa, i els homolegs de grau d’etoxilacié més gran,
és a dir, més hidrofils, es dissolen en la fase aquosa (Graciaa, 1983), (Marquez, 2002).
Aixi el fet que la Tus augmenti amb la relacié Row és atribuible a la diferent particié dels
homolegs de tensioactius entre les fases aquosa i oliosa (Kunieda, 1985b). Al augmentar
el contingut d'oli en el sistema la interfase aigua-oli es fa més hidrofila degut a que els
homolegs etoxilats més lipofils es dissolen en la fase oliosa. En conseqiiéncia és necessari
augmentar la temperatura per a que es produeixi la inversié de fases de O/W a W/O.

4.1.2. Comportament fasic

A partir del coneixement de la variacid6 de la Ty en funcié de la concentracié de
tensioactiu es va focalitzar I'estudi del comportament fasic a temperatures properes a
aquesta temperatura. El coneixement previ de les Twg va facilitar la identificacié de fases
d’estructura tipus O/W i fases d'estructura W/O.

S'ha de mencionar que l'estudi del comportament fasic mitjancant diagrames de fases es
va realitzar majoritariament mantenint la relaci6 Row constant, ja que es va considerar
més interessant des del punt de vista de I'aplicacié mantenir la relacié Row constant que
fixar el contingut d'oli (Kunieda, 1985c). No obstant, per similaritat amb altres estudis es
va fixar el contingut d'oli en lloc de la relacié Row (Izquierdo, 2002), (Izquierdo, 2004).

La Taula 4.4 mostra la nomenclatura utilitzada en aquest treball per identificar les fases.
Els subindex 1 i 2 es refereixen a estructures directes i inverses, respectivament.
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Taula 44. Nomenclatura de les principals fases trobades en els sistemes
aigua/tensioactiu/component olids a les quals es fara referéncia en els diagrames de fases.

Nomenclatura Descripcio

b Fase liquida isotropa de solucions micel-lars o microemulsions, d'estructura
! o/W.

D’ Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
! pel-licula interficial del tensioactiu cap a I'oli (curvatura concava o positiva).

L Fase anisotropa i lleugerament viscosa que correspon a una fase de cristall
“ liquid laminar.

b Fase liquida isotropa i transparent de solucions micel-lars o microemulsions,
: d'estructura W/O.

D' Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial de la
g pel-licula interficial del tensioactiu cap a l'aigua (curvatura convexa o negativa).

Els resultats del comportament fasic per a cada un dels sistemes estudiats es mostren en
els diagrames de la Figura 4.3 on també s'hi han representat les corbes de la Thie. En tots
els diagrames s'observen regions monofasiques proximes a la corba de Twie aixi com una
regié multifasica per sota de la corba de Twg d'estructura oli-en-aigua O/W designada Mz
i una regi6 multifasica per damunt de la corba de Tui d'estructura aigua-en-oli W/O
anomenada Ma.

En els diagrames de fases dels sistemes, aigua/Brij30/deca (Figura 4.3a) i
aigua/Brij30/dodeca (Figura 4.3b) amb una concentracidé constant d'oli del 20% apareix
una regié monofasica que és birrefringent al moviment designada D’>. Aquesta zona es
troba en un rang molt estret de temperatures, 24-26°C pel sistema aigua/Brij30/deca, i
31-32°C pel sistema aigua/Brij30/dodeca, i en un rang de concentracié de tensioactiu de
8-15% per ambdds sistemes. En aquests sistemes no es van detectar fases de
microemulsié d'estructura O/W proximes a la corba de Tuis que son d'interés en aquest
treball per a la posterior preparacié de nano-emulsions.

Els estudis de comportament fasic del sistema aigua/Brij30/deca amb relacions Row de
0.2 (Figura 4.3c) i 0.5 (Figura 4.3d) mostren que es forma una regi6 monofasica,
anisotropa i lleugerament viscosa, denominada La, que podria correspondre a una fase
de cristall liquid laminar. Per la relaci6 Row 0.5, es forma una tercera regié monofasica,
liquida, isotropa i transparent, designada D2, que correspon a solucions micellars o
microemulsions, d'estructura W/O.
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Figura 4.3. Diagrames de fases en funcié de la concentracié de tensioactiu i la temperatura pels
sistemes: (a) aigua/Brij30/deca, 20%0O, (b) aigua/Brij30/dodeca, 20%O, (c) aigua/Brij30/deca,
Row=0.2, (d) aigua/Brij30/deca, Row=0.5, i (e) aigua/Brij30/hexadeca, Row=0.2. S'han representat
també les corbes de Tyie.(M; : multifasic d'estructura O/W, M, : multifasic d'estructura W/O, D', : fase
liquida liquida birrefringent al moviment d'estructura W/O, D,: fase liquida isotropa i transparent
d'estructura W/O, D'y fase liquida birrefringent al moviment d'estructura O/W, D : fase liquida

isotropa i transparent d'estructura O/W)
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La preséncia de fases de microemulsié d'estructura W/O en el sistema aigua/Brij30/deca,
relacié6 Row 0.5, permetria mitjangant dilucié la posterior formacié de nano-emulsions
d'estructura W/O, pero no la formacié de nano-emulsions d'estructura O/W que es el que
es pretenia en la present tesi, ja que sén més interessants des del punt de vista de
formulacié a nivell industrial (Maali, 2013), (Tadros, 2013). Per aquesta ra6 no es va
continuar I'estudi amb el sistema aigua/Brij30/deca.

El diagrama de fases pel sistema aigua/Brij30/hexadeca, relacié Row 0.2 (Figura 4.3e) a
més de les regions monofasiques Dz i La. observades en els diagrames de fases del
sistema aigua/Brij30/deca descrites previament, presenta una tercera regié monofasica,
liquida i isotropa situada per sota de la corba de Tus, anomenada D1 que correspon a
solucions micellars o microemulsions, d’estructura O/W. Dins d'aquesta regié, Di1 ,
s'observa una subregié de fase liquida que presenta birrefringéncia al moviment
assignada com D1, que podria correspondre a una fase de micel-les cilindriques o a una
fase de microemulsié bicontinua.

En les zones del diagrama entre les regions monofasiques Dy, L,, i D1, properes a la corba
de Tuis coexisteixen les fases (D';+La) per damunt de la corba de Tus i (D'1+La) per sota
de la corba de This.

S’ha de mencionar que la fase La es va observar per microscopia optica mitjancant llum
polaritzada pero degut a la fragilitat de la mostra no va ser possible identificar el tipus de
cristall liquid. A més, el rang estret de temperatures en el que es forma aquesta fase no va
permetre la caracteritzacié per dispersi6 de raigs-X a angles petits (SAXS).

Els resultats preliminars obtinguts amb els sistemes aigua/Brij30/ component oliés (dodeca,
deca, hexadeca) van evidenciar la presencia de fases de microemulsié d'estructura O/W
properes a la corba de Tyg Unicament en el sistema aigua/Brij30/hexadeca. Per tant, el
sistema aigua/Brij30/hexadeca va ser el sistema seleccionat per continuar l'estudi d’aquest
treball per tal d'assolir un dels objectius de la present tesi doctoral.
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4.2. Comportament fasic del sistema aigua/Brij30/hexadeca i caracteritzacio
de fases de microemulsio

Una vegada determinades fases de microemulsié d'estructura O/W proximes a la corba
de Tws €s pretenia en una segona etapa preparar nano-emulsions per metodes de baixa
energia pel sistema aigua/Brij30/hexadeca.

En el procés d’emulsificacié per dilucié amb aigua de fases de microemulsié O/W (D) del
sistema aigua/Brij30/hexadeca, la relaci6 Row inicial 0.2 va disminuint com a
conseqliencia de l'augment del contingut d'aigua. Per tant, calia estudiar el
comportament fasic del sistema en el rang de relacié Ros 0.63-0.70 corresponents a les
composicions de la regié D1 per tal d'identificar les fases presents durant el el procés
d'emulsificacio per dilucié amb aigua.

4.2.1. Determinacioé de la corba de la Ty

Es va determinar la Tus de composicions del sistema aigua/Brij30/hexadeca amb una
relacié Ros de 0.67 en funcié del contingut d'aigua. Es va seleccionar relacié Ros de 0.67,
per similaritat amb estudis d‘altres autors (Morales, 2003). Els valors de This es van
determinar mitjancant mesures de conductivitat, d'acord amb el métode descrit a
I'apartat 3.3.2. de la part experimental.

A la Figura 44 es mostra el perfil de la conductivitat especifica en funci6 de la
temperatura i del contingut d'aigua. La mostra amb un 5% d'aigua (concentracié no
representada) presentava valors de conductivitat nuls i es mantenien constants amb la
temperatura, indicant aixi esctructura de fase continua oliosa en tot el rang de
temperatures estudiat. A la mostres amb un contingut d'aigua entre el 15% i el 50% no es
va poder determinar bé la conductivitat especifica a temperatures baixes degut a la
viscositat com a consequeéncia de la preséncia d'estructures de cristall liquid. En els perfils
de conductivitat amb continguts d'aigua superiors al 55% després d'haver-se produit la
disminucié pronunciada de la conductivitat fins a valors proxims a zero es detecta un
augment de la conductivitat especifica fins a assolir un maxim relatiu i després torna a
disminuir fins a valors practicament nuls. Aquest fenomen, com ja s’ha comentat en els
estudis preliminars, indicaria que la inversi6 O/W a W/O es produeix mitjancant, per
exemple, fases de cristalls liquids laminars o estructures tipus esponja.

A partir dels perfils de conductivitat es van obtenir els valors de les Ty que es mostren a
la Taula 4.5. Es percep que la Tuig augmenta lleugerament amb el contingut d'aigua.
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300 Taula 4.5. Valors de la Ty en
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Figura 4.4. Conductivitat especifica en funcié de la temperatura per a diferents continguts d'aigua del
sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67.

4.2.2. Comportament fasic proper a la corba de la T

A partir de les determinacions de les Ty s va realitzar I'estudi del comportament fasic a
temperatures properes a la Tuie. Com ja s'ha esmentat préviament, les mesures de
conductivitat en funcié de la temperatura va permetre diferenciar el tipus d'estructura
(O/W 6 W/0O) de les fases presents en el diagrama.

La Figura 4.5 mostra el diagrama de fases obtingut del sistema aigua/Brij30/hexadeca per
a una relacié Ros 0.67 en funcié de la temperatura i del contingut d’aigua. Aixi mateix
també es mostra el valor de Thys.

Es van identificar dues regions monofasiques:

- D3 correspon a una fase liquida isotropa de solucions micellars o
microemulsions, d'estructura O/W. Aquesta regié presenta una subregié D1 ,
una fase liquida que presenta birrefringéncia al moviment que podria
correspondre a una fase de micelles cilindriques 6 a una fase de microemulsié
bicontinua, d'estructura O/W.

- Dz correspon a una fase liquida isotropa de solucions micellars o
microemulsions, d'estructura W/O. Dins d'aquesta regié hi ha una subregié D’2
gue correspon a una fase liquida que presenta birrefringéncia al moviment.

La resta del diagrama esta format per una regié multifasica, M, d’emulsions O/W, My, per
sota de la corba de Thie, i d'emulsions W/O, Mz, per damunt de la corba de Ths.

S’ha de mencionar, que es va comprovar que la fase D; fos microemulsié ja que al

desestabilitzar el sistema fent rampes de temperatures aquest recuperava |'aspecte inicial
al retornar a la temperatura de formacié. Per altra banda, dins la regié Mz es va observar
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mitjancant llum polaritzada la preséncia de cristall liquid en el rang de contingut d'aigua
de 15-50% i a temperatures inferiors als 30°C.
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Figura 4.5 Diagrama de fases en funcié de la concentracié d'aigua i la temperatura pel sistema
aigua/Brij30/hexadeca per a Ros=0.67. (D1: fase liquida isotropa i transparent d'estructura O/W, D';:
fase liquida birrefringent al moviment, D: fase liquida isotropa i transparent d'estructura W/O, D'z
fase liquida birrefringent al moviment, My: emulsions d'estructura O/W, M,: emulsions d'estructura
W/O, Thuis: temperatura d'inversié de fase. Els valors de la Tuis en funcié de la concentracié d'aigua
s'indiquen amb e simbol (H).

Aixi mateix es va determinar el comportament fasic per altres valors de Ros. Com a resum,
a la Figura 4.6 es mostren les regions monofasiques D2 i D1 obtingudes pel sistema
aigua/Brij30/hexadeca per a Ros entre 0.63 i 0.70. La regié D2 es manté quasi inalterable
amb la relacié Ros en el rang estudiat (Figura 4.6a). Contrariament, la regié D; es desplaca
lleugerament a temperatures més elevades en augmentar la relacié Ros (Figura 4.6b).

88



RESULTATS I DISCUSSIO

(@ D2 (b) Dy
56 - 32
N © Ros=0.63 —0—Ros=0.63
524 o 1 ®  Ros=0.64 O Ros=0.64
48 > 2 .2 A A Ros=0.65 30 {—2—Ros=0.65
. 2. 4 Ros=0.66 n §°S:g»2§
I - _ —8—Ros=0.
v *1 b, 5? £ ' S 5. o Ros=0.67 o 210 peoce
< | - by = Ros=0.68 < -
@ 40 | & B 5 —b>—Ros=0.70
H { %P & > Ros=0.70 5 264
36, | BN 5
3 4 “n~g§m\ g
£ 32 i OB £ 24
@ U
[ -
28
M 22
244
{ 20
20 4T T T T T T T T v v T T T y
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 60 65 70 s 80 85 90 95
% aigua % aigua

Figura 4.6. Representaci6 de les regions D, (a) i D1 (b) en funci6é de la temperatura i del contingut
d'aigua per a diferents relacions Ros del sistema aigua/Brij30/hexadeca. D:: fase liquida isotropa i
transparent d'estructura O/W, D: fase liquida isotropa i transparent d'estructura W/O.

4.2.3. Caracteritzaci6 de fases de microemulsié del sistema aigua/Brij30/hexadeca

La caracteritzaci6 de les microemulsions es va realitzar amb la finalitat de poder relacionar
les seves propietats amb les caracteristiques de les nano-emulsions obtingudes per
metodes de baixa energia. Per determinar l'estructura de les microemulsions es van
utilitzar les técniques d'Espectroscopia de Ressonancia Magneética Nuclear (Diffusion
Ordered Spectroscopy 1H NMR (DOSY 1H NMR)), i dispersié de la llum laser (Dynamic
Light Scattering, DLS, i Static Light Scattering, SLS) (Kahlweit, 1987). Previament es van
realitzar estudis de difusié d'un colorant.

4.2.3.1. Estudi de difusié d’'un colorant

L'estudi de la difusi6 del colorant es va realitzar d'acord amb el metode descrit a I'apartat
3.3.10 de la part experimental. Es va seguir la difusié d'un colorant hidrofil i un lipofil en
les fases de microemulsié de tipus O/W, (D1 i D*1), del sistema aigua/Brij30/hexadeca,
relacié Ros 0.67 en el rang de 70 a 95% d’aigua a la temperatura controlada de 25°C.

Com s'il-lustra a la Figura 4.7 el colorant hidrofil difon rapidament a través de la mostra en
tot el rang de contingut d'aigua estudiat, indicant la preséncia de fase continua aquosa,
estructura tipus oli-en-aigua O/W. Aquests resultats estan en concordanca amb els
resultats previs obtinguts per conductivitat. A la mostra amb un 72.5% de contingut
d'aigua s'observa com la difusié del colorant es produeix a través d'un canal, que es
podria atribuir a la preséncia d'estructures bicontinues en la fase de microemulsié. Aixo
estaria en concordanga amb la birefringéncia al moviment observada en I'estudi del
comportament fasic.

89



RESULTATS I DISCUSSIO

70% W  72.5%W 75%W 80%W | 82.5%W  85%W 87.5%W  90%W  95%W

Liquid, transparent, B moviment (D’) Liquid, transparent (D)

t=35
min

[

Figura 4.7. Difusi6 del colorant hidrofil en microemulsions del sistema aigua/Brij30/hexadeca,
Ros=0.67, T=25°C, en funcid del contingut d'aigua. (B: birrefringent)

Aixi mateix es va fer I'estudi de difusié amb un colorant lipofilic, Sudan IV. Els resultats en
mostres de la regié D1 i D*1 es mostren a la Figura 4.8. Es percep que el colorant persisteix
al fons del vial i que practicament no hi ha difusié d'aquest en la mostra, indicant per tant
I'absencia de fase continua oliosa, confirmant aixi I'estructura de tipus O/W ja deduida
previament en les determinacions realitzades per conductivitat.

70% W 72.5%W 75%W 80%W 82.5%W 85%W 87.5%W  90%W  95%W

Liquid, transparent, B moviment (D’) Liquid, transparent (D)

t=0

Figura 4.8. Difusié del colorant lipofil en mostres de la regi®6 Dy i D’1 del sistema
aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, T=25°C, en funcié del contingut d'aigua.

L'estudi de la difusié dels colorants encara que va permetre diferenciar entre estructures
tipus oli-en-aigua O/W i estructures tipus aigua-en-oli W/O, no va permetre evidenciar
diferencies entre la fase Dy (fase liquida isotropa d'estructura O/W) i la fase D’y (fase
liquida birrefringent al moviment) del sistema aigua/Brij30/hexadeca. Per tant, es va
procedir a realitzar estudis més complexos per mitja d'altres técniques a fi d'esbrinar
I'estructura de les microemulsions en aquest rang de concentracions.
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4.2.3.2. Determinacié dels coeficients de difusié dels components de les
microemulsions per RMN

Amb l'objectiu d'esbrinar I'estructura de les microemulsions en les quals s’havia observat
birefringéncia al moviment amb llum polaritzada, es va procedir a la determinaci6 dels
coeficients de difusié per mitja de la tecnica d'espectroscopia de RMN dels components
de les microemulsions del sistema aigua/Brij30/hexadeca d'acord amb el procediment
descrit a I'apartat 3.3.11 de la part experimental.

Es troba descrit a la literatura que mitjancant la determinacié dels coeficients de difusid
per la técnica d'espectroscopia de RMN de microemulsions es pot caracteritzar
|'estructura de microemulsions directes, inverses i bicontinues, (Olsson, 1986), (Solans,
1993), (Liu, 2009). Aixi mateix, es troben descrits altres tipus d'experiments mitjancant
I'espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear que soén utilitzats per a la determinacié
dels coeficients de difusié (Johnson, 1999), (Claridge, 2009). No obstant, actualment la
técnica DOSY 1H NMR és la que proporciona uns resultats més acurats.

Préviament es va realitzar una mesura de proté (*H NMR) per tal d'assignar els pics als
components del sistema. La Taula 4.6 mostra les especies corresponents als
desplagaments quimics dels pics representats a la Figura 4.9 i les molécules identificades
presents a la mostra.

Taula 4.6. Assignacié de pics dels components del sistema aigua/Brij30(tensioactiu)/hexadeca.

8 / ppm | Espécie | Molécula identificada
116 CHs Hexadeca
3.58 EO Tensioactiu
4.66 DO Aigua deuterada

91



RESULTATS I DISCUSSIO

4.66
358
116
0.78
0.76
0.75

Ly
\

Hexadeca

Tensioactiu

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04
1 (ppm)

Figura 4.9. Exemple d'espectre de proté per RMN (*H NMR) d'una mostra del sistema aigua/Brij30
(tensioactiu)/hexadeca.

Una vegada realitzada I'assignacié de pics es va procedir a realitzar els experiments per
estimar els coeficients de difusi6 de l'aigua i de I'hexadeca de les microemulsions, seguint
la seqliencia BPPSTE d'acord amb el procediment descrit al apartat 3.3.11. Per determinar
el coeficient de difusi6 de l'aigua i de I'hexadeca, va ser necessari realitzar I'experiment en
dues condicions diferents ja que la caiguda de la senyal de la intensitat de I'aigua DO es
produia a una major velocitat que la caiguda de la senyal de la intensitat de I'nexadeca.
En les mesures realitzades es van obtenir una série d’espectres de proté en funcié de
I'amplitud del gradient (Figura 4.10 i Figura 4.11).
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Figura 4.10. Disminucié progressiva de la senyal d'intensitat de I'aigua D,0 ("H NMR) en funcié de
I'augment de gradient.
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Figura 4.11. Disminuci6 progressiva de la senyal d'intensitat de I'nexadeca ("H NMR) en funcié de
I'augment de gradient.
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A partir de I'ajust per regressié de la intensitat del pic (IG) en funcié del gradient al
quadrat (G2) (Figura 4.12) es van obtenir els coeficients de difusié de l'aigua, D,, i de
I'hexadeca D, de les microemulsions.

Aigua D0 Hexadeca

1G
G
w
=]

T T T T T T T T T T T T T T
0 50000 100000 150000 0 400000 800000 1200000 1600000  200000(
G2 G2

Figura 4.12. Representacié de la caiguda de la intensitat (IG) en funcié del gradient al quadrat (G
per l'aigua D,O i I'hexadeca, respectivament. La linia continua mostra I'ajust per regressi6 dels valors
experimentals obtinguts.

S'ha de mencionar que el coeficient de difusid obtingut per I'hexadeca és un coeficient de
difusié aparent, ja que en l'assignacié de pics s'ha de tenir en compte que el grup
funcional CH; també esta present en el component tensioactiu de la mostra.

Aixi mateix, per tal d'evaluar els coeficients de difusié de I'aigua i de I'hnexadeca en termes
d'estructura va ser necessari determinar els coeficients de difusi6 de l'aigua i de
I'hexadeca purs a cada temperatura estudiada.

La Figura 4.13 mostra els coeficients de difusié6 de l'aigua i de I'hexadeca purs a les
diferents temperatures en les que es van realitzar les mesures.

6.0x10°
5.0x10" 4 O aigua deuterada o
® hexadeca
-  40x10°-
0
£ o .
- 3.0x10 " A o
o
Q 1 o
o o o
2.0x10° 00 ©
00°
-5
1.0x10 " A .
ee, * o, 0e°%¢%00 o
0.0 . , . . .
20 25 30 35 40 45 50

T/ °C

Figura 4.13. Coeficients de difusié de l'aigua deuterada i de I'hexadeca purs ((DZ9"?, phexadecd) opy
funcié de la temperatura.
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Es van determinar els coeficients de difusio relatius de l'aigua i del hexadeca (oli) presents
en les microemulsions a una temperatura determinada, dividint els respectius coeficients
de difusio de I'aigua i de I'hexadeca (oli) en les microemulsions, (D, , D, ), pels coeficients
de difusié dels mateixos, purs, (D29, phexadeca)

La Figura 4.14b mostra els coeficients de difusié relatius de l'aigua (D/DO)aigua i de
I'hexadeca (D/DO)nexadeca €n funcié del contingut d'aigua de les microemulsions del
sistema aigua/Brij30/hexadeca, amb una relacié Ros 0.67. A la Figura 4.14 també s'ha
representat el diagrama de fases del sistema en funcié de la temperatura i del contingut
d'aigua amb les composicions caracteritzades per RMN senyalades en punts de color

negre.
@) (b)
56 1.0
5] 0.9] —*— hexadeca
—O0— aigua deuterada
48 0.8
Y 44 0.7
s 40 061
3 o 0.54
= 36 a
g S 04]
g 03]
= 28 0.2
24 0.1
20 : T T T T T T T T 0.0 T 7 : : ; T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80
% aigua % aigua

Figura 4.14. (a) Indicacions de les composicions de les microemulsions (®) caracteritzades per RMN
en el corresponent diagrames de fases del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67. (b) Coeficients
de difusio relatius (D/Do) de l'aigua (O) i de I'hexadeca (A) de les microemulsions indicades en (a).

A concentracions d'aigua inferiors al 70% (Figura 4.14b) el coeficient de difusié relatiu per
I'aigua és menor que per I'hexadeca, indicant aixi que la fase aquosa es troba confinada i
que per tant l'estructura és del tipus W/O, contrariament al que succeix a partir del 70%
d'aigua, confirmant aixi la inversié de |'estructura del tipus W/O al tipus O/W. D'acord
amb els perfils del coeficients de difusi6 sembla que I'estructura de microemulsié
bicontinua es podria trobar en el rang 70-73% d'aigua.

A fi de caracteritzar I'estructura de la fase D1 es van determinar els coeficients de difusio
per les mostres del sistema amb un contingut d'aigua del 73% i del 90% en funcié de la
temperatura. Els resultats es mostren a la Figura 4.15. Aixi mateix s'indiquen els resultats
del comportament fasic en el rang estudiat. A temperatures baixes el coeficient de difusié
relatiu de l'aigua és major que el corresponent per I'oli el que confirma I'estructura del
tipus O/W ja deduida préviament pels estudis de conductivitat. A més, no s'observa
diferéncia en els coeficients de difusié entre la regié de microemulsié Dy i la subregié D*1
la qual presenta birefringéncia al moviment per la mostra amb un contingut d'aigua del
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73%. Aixi, la birefringéncia al moviment no es podria atribuir a estructures de
microemulsions bicontinues. Per la mostra amb un contingut d'aigua del 90% es van
observar perfils similars dels coeficients de difusio relatius.

(a) 73% aigua (b) 90% aigua
M D D M M D M
L w/o L
104{ O/W w/o 1.0 :
0.9 : : ] .
08 ; This ; O aigua deuterada 82 ] © aigua de\uterada
0.74 ; : ® hexadeca 071 ® hexadeca
o 0.6 o 0.6
2 051 8 05
Q 04] B 04]
03] 03] ° °
0.2 0.2 LA
0.1 0.1
00 —ranes 7 00} o=—t—a—a oo o o ¢
T/°C T/°C

Figura 4.15. Coeficients de difusié relatius (D/Do) de l'aigua (O), i de I'hexadeca (@) del sistema
aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, en funcié de la temperatura, per a continguts d'aigua de (a) 73%,
(b) 90%. (Els resultats del comportament fasic en aquest interval de temperatures s'han representat a
la part superior de les grafiques).

Era previst que el coeficient de difusié relatiu de I'hexadeca a temperatures superiors als
30°C presentés valors més elevats, propers a 0.8-1, perd com es pot observar a la Figura
4.15 es van obtenir valors molt baixos. Aixd podria ser degut a la inestabilitat de les
mesures en aquest rang de temperatures. S'ha d'esmentar pero que per tal de reduir al
minim aquest efecte abans de procedir a la mesura la mostra va ser extreta i agitada a
cada temperatura. No obstant, el temps de realitzacié de la mesura, no inferior a 20
minuts, no va permetre mitigar I'efecte.

A més, a partir dels coeficients de difusié relatius en funcié de la temperatura es van
poder determinar les temperatures d'inversié de fases, Tuis , com la temperatura promig
abans i després de que es produis el canvi brusc dels coeficients de difusié de l'aigua i
I'hexadeca.

A la Taula 4.7 s'indiquen els rangs aixi com el promig de les temperatures d'inversié de

fases determinades per conductivitat i per espectroscopia de ressonancia magnetica
nuclear (DOSY 1H NMR). Els valors de Tuis obtinguts per amdues tecniques sén similars.
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Taula 4.7. Temperatures d'inversi6 de fases (Tuis ) determinades per conductivitat i DOSY 1H NMR pel
sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67.

73% aigua 90% aigua
Conductivitat | DOSY 1H NMR | Conductivitat DOSY 1H NMR
Rang de Tyis (°C) 27-33 27-30 27-35 28-32
Tus promig (°C) 30 28 31 30

Cal destacar que les mesures de conductivitat son més rapides que les realitzades per la
técnica DOSY 1H NMR i a més permeten garantir la homogeneitat de les mostres ja que
és possible mantenir-les en agitacié durant les mesures. Contrariament, en les mesures
realitzades per la tecnica de RMN no és possible mantenir la mostra en agitacié. Aixi
mateix, el tractament de les dades obtingudes per aquesta darrera técnica és més
complexe en el tractament de les dades obtingudes per conductivitat. En conseqiiéncia, la
determinaci6 de la temperatura d‘inversié de fases Tuie per mesures de conductivitat és
més eficient que la determinacié per la técnica DOSY 1H NMR.

Els resultats obtinguts permeten concloure que per la técnica de RMN no es detecten
diferéncies entre les fases D1 i D';1 del sistema aigua/Brij30/hexadeca, per a la relacié oli-
tensioactiu Ros 0.67.

4.2.3.3. Determinacié6 de la mida de gota de les microemulsions per
dispersié dinamica de la llum laser (DLS)

Per tal de determinar la mida de gota de les microemulsions del tipus O/W, de les regions
D: i D1 del sistema aigua/Brij30/hexadeca, es van efectuar mesures per dispersié
dinamica de llum laser (DLS) d'acord amb el métode descrit a I'apartat 3.3.12 de la part
experimental. Aquesta técnica proporciona la mida de gota en termes de radi
hidrodinamic (Rh). Primer, es va comprovar que la mesura del radi hidrodinamic era
independent de I'angle de dispersié 8. D'acord amb el procediment descrit a I'apartat
3.3.12 es va determinar la mida de gota de totes les microemulsions estudiades als angles
de dispersié 0 de 45°, 60°, 90° i 120°. La Figura 4.16 mostra com a exemple els resultats
d'una determinacié per a cada una de les regions D1 i D1 . El radi hidrodinamic Rh
determinat pel metode d'analisi de "Cumulants” és manté constant amb I'angle per les
microemulsions D: (fase liquida isotropa) i D‘1 (fase liquida amb birrefringéncia al
moviment).
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(@ Di,73%W, 24°C (b) D1, 90%W, 24°C
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Figura 4.16. Radi hidrodinamic (Rh) en funcié de I'angle de dispersié de les microemulsions (a) D1,
73%W, 24°C, (b) D1, 90%W, 24°C, (c) D'y, 73%W, 25°C, del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67.
(D1: regid monofasica, D'1: regié monofasica amb birrefringencia al moviment). (La linia és una ajuda
visual).
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Figura 4.17. Funci6 d'autocorrelacié de la llum dispersada g®®(z) en funci6 del temps de residéncia
“lag time" T obtinguda per DLS a I'angle de dispersi6 6 de 60° per a la mostra de micromemulsié D;.
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Per tal d'obtenir el radi hidrodinamic R, es va analitzar la funcié d'autocorrelacié de la
llum dispersada g@(t) (Figura 4.17) mitjancant els métodes d'analisi “Multi-angle” i

“Cumulants”, descrits a |'apartat 3.3.12.

A la Figura 4.18 es mostra com a exemple l'ajust realitzat de la funcié d'autocorrelacié de
la llum dispersada g® () representat en la Figura 4.17 segons el métode "Multi-angle”
per tal d'obtenir el valor de la velocitat de caiguda “decay rate” I' (Figura 4.19).
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Adj. R-Square  0.99543
24 Value
Intercept -1.68248
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Figura 4.18. Exemple de I'analisi Multi-angle DLS realitzat realitzat per a la mostra de microemulsié D,
a I'angle de 60°; (a) Logaritme de la funcié d'autocorrelacié en funcié del “delay time” t, (b) Ajust

realitzat per tal d'obtenir la velocitat de caiguda “decay rate" T
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Figura 4.19. Representacié de la velocitat de caiguda (decay rate) T en funcié de g’. La linia continua
senyala I'ajust realitzat a fi d'obtenir el coeficient de difusié D.

La Taula 4.8 mostra els coeficients de difusié i els radis hidrodinamics de diferents
microemulsions determinats pels métodes d'analisi “Multi-angle” i de “Cumulants”. Com
era previst els valors de radi hidrodinamic sén similars per ambdds métodes d'analisi.
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Taula 4.8. Coeficient de difusié (D) i radi hidrodinamic (Rh) determinat pel métode d'analisi “Multi-
angle” i de "Cumulants” de diferents microemulsions.

Multi-angle Cumulants
Microemulsié D (cm?/s) Rh (nm) Rh (nm) PDI
D1, 73%W, 24°C 1.5-107 14.9 153 £ 0.53 0.34
D1, 73%W, 25°C 1.3-107 15.9 15.8 + 0.09 0.40
D1, 90%W, 24°C 1.2:107 17.6 18.9 + 0.40 0.17

La Figura 4.20 mostra I'evolucié de la mida de gota en funcié del temps de la fase de
micromeulsié D;. El radi hidrodinamic es manté invariable com a minim 60 dies (temps
d’'estudi), confirmant aixi I'estabilitat de la fase de microemulsié.
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Figura 4.20. Radi hidrodinamic (Rh) en funcié del temps per a una composicié del sistema
aigua/Brij30/hexadeca amb Ros=0.67, 90% d'aigua, T=24°C, (D»).

En conclusié, les determinacions realitzades per dispersio dinamica de llum laser (DLS) de
les fases inicials de microemulsié D3 i D'1 del sistema aigua/Brij30/hexadeca indiquen que
no hi haurien diferéncies en quant a la mida de gota entre ambdues fases.

4.2.3.4. Determinacié de la forma de les gotes de les microemulsions per
dispersio estatica de la llum laser (SLS)

Amb la finalitat de determinar la forma de les gotes de les microemulsions del tipus O/W,

de les regions D1 i D"1. Es van realitzar mesures d'intensitat de llum dispersada a diferents

angles 35-135° (SLS) d'acord amb el métode descrit a I'apartat 3.3.12.

A partir de la representacié de la intensitat de llum dispersada en funci6é del vector de
dispersi6 mostrat a la Figura 4.21 s'observa com les dades experimentals (simbols)
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s'ajusten a geometria esférica en totes les composicions caracteritzades, establint aixi que
no hi hauria diferéncia de forma de les gotes entre estructures inicials D1 (fase liquida
isotropa) i D1 (fase liquida amb birrefringéncia al moviment.

(@ D1, 73%W, 24°C (b) Dy, 90%W, 24°C
14 1
g o — s
3 5
s 014 — S 01
s s
® ®
® - - -0
.g 0.014 7an (esfera) g 0014 ql(esfera)
2 i —q'iind 2 ——q (dilindre)
g q (cilindre) 5 .«
S q” (dis) E q (dI.SC)
" experimental " experimental
0006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.021 0.024 0.027 0006 0009 0.012 0.015 0.018 0.021 0.024 0.027
q/ nm'l q/ nm'l
() D'y, 73%W, 25°C
14
g
=
E 0.1 = = —aa
2
°
[}
-
5 ° (esfera)
——q (esfera
Food — 0@
E ——q (cilindre)
- -2 .
S —q (disc)
®  experimental

0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.021 0.024 0.027
q/ nm’

Figura 4.21. Intensitat relativa de llum dispersada en funcié del vector de dispersié (q) de
microemulsions (a) D; , 72%W, 24°C (b) D;, 90%W, 24°C, (c) D';, 73%W, 25°C. Els simbols (H)
representen les dades experimentals.

A partir de la determinaci6 de la forma geométrica mitjancant les mesures de dispersié
estatica de llum laser (SLS) es van poder estimar el radi de gir (Rg) i el radi promig de les
gotes (R). A la Taula 4.9 es mostren els valors estimats. A efectes comparatius es mostra
també el radi hidrodinamic (Rh) determinat per dispersié dinamica de llum laser (DLS) pel
meétode d'analisi del “Cumulants”, ja que correspon a la mida de gota assumint geometria
esférica i distribuci6 monomodal de les particules.

Era d'esperar que el radi hidrodinamic Rh fés més gran que el radi de la gota R ja que

proporciona informacié del radi més la capa d'aigua solvatada que acompanya la gota,
perd, com es pot observar a la Taula 4.9, en les tres mostres analitzades no és aixi.
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Taula 4.9. Valors de radi de gota (R), radi hidrodinamic (Rh) i radi de gir (Rg) de microemulsions de la
regi6é D1 i D'y, i de les corresponents dilucions.

Microemulsio Aigua Rh (nm) Rg (nm) R (nm)
D, 73% 15.2 18.2 23.2
90% 18.8 31.0 40.0
D" 73% 15.9 337 337

Aquest fet es podria atribuir a la dinamicitat de la fase de microemulsié en el que les
gotes es mouen molt rapidament, agregant-se i desagregant-se, situacié que faria dificil
la determinacio de la mida de gota per DLS.

Per tant, els resultats obtinguts per dispersié dinamica i estdtica de llum laser permeten
conclure que no hi hauria diferencia en la forma ni en la mida de les gotes de les
microemulsions de les fases D1 i D’; del sistema aigua/Brij30/hexadeca.
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4.3. Formacié de nano-emulsions per addicié6 d'un segon tensioactiu a
microemulsions O/W i caracteritzacio per dispersié de llum

Tot i que en el sistema aigua/Brij30/hexadeca es formen zones de microemulsié properes
a la corba de Tws (veure Figura 4.3e) I'estudi del comportament fasic i la caracteritzacié
de les fases de microemulsié (apartat 4.2) va posar de manifest la preséncia de
microemulsions O/W en el interval de concentracions de 65-95% d'aigua fent aixi inviable
la preparacié de nano-emulsions O/W a partir de microemulsions O/W per addicié
d'aigua. Per aquesta rad en aquest sistema es va considerar la seglient estrategia:
I'addicié d'un altre component al sistema que induis un canvi de la curvatura del film
interficial de tensioactiu que forma les gotes de microemulsié de manera que es produis
una desestabilitzacié del sistema i en conseqiéncia la formacié de nano-emulsions. Per
tal de produir el canvi del film interficial es va seleccionar un tensioactiu més hidrofil que
el del sistema seleccionat.

En aquest apartat es mostren els resultats obtinguts en I'estudi de la preparacié de nano-
emulsions O/W per addicidé d'un segon tensioactiu (S2) a microemulsions de tipus O/W
del sistema aigua/Brij30 (S1)/hexadeca segons el métode descrit en I'apartat 3.3.3.2 de la
part experimental.

4.3.1. Seleccio dels tensioactius

El tensioactiu (S1), Brij 30, presenta un Npis de 9-10, per tant, amb la finalitat d'afavorir la
formacié d'estructures de tipus oli-en-aigua O/W, es van seleccionar tensioactius (S2)
amb un Ny superior. D'aquesta manera el sistema presentaria un comportament
principalment hidrofil que propiciaria la formacié d'estructures de fase externa aquosa. La
Taula 4.10 mostra els tensioactius no ionics etoxilats utilitzats que presenten diferent
longitud de la cadena hidrocarbonada aixi com diferent nombre d‘unitats d'oxids d'etile,
amb valors de Nyig en el rang de 11-13. Aixi mateix també es va utilitzar un tensioactiu
ionic (SDS) amb un valor de Ny de 40.

Taula 4.10. Tensioactius (S2) utilitzats en la preparacié de nano-emulsions O/W a partir de
microemulsions O/W al sistema aigua/Brij30(S1)/hexadeca, per addicié d'un segon tensioactiu S2.

Tensioactiu Formula Nuis

s1 Brij 30 C,,E, 9-10
C12E5 Cy2Es 113

Brij 97 CsEro 124

s Synperonic 13/6.5 _C_lg,lfZ 12.5
Synperonic 91/6 Co_11E¢ 13
CremophorEL 13
SDS Ci12H2504S.Na 40
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4.3.2. Formacioé de nano-emulsions a partir de microemulsions amb una Ros=0.67

L'addici6é d'un segon tensioactiu, S2, es va assajar en una microemulsié O/W de la regid
D: del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, 85% aigua, a 24°C. La composicié s’ha
marcat amb el simbol (X) en el diagrama de fases de la Figura 4.5 presentada
anteriorment en el apartat 4.2.2. Durant l'addicié es va mantenir la mostra en agitacié per
tal d'accelerar la cinética del procés i afavorir aixi la formacié de I'emulsié. L'aspecte visual
de les mostres obtingudes era la d'un liquid transparent-translicid. Es va confirmar que
eren nano-emulsions (i no microemulsions) ja que al preparar les mostres addicionant
tots els components alhora es va obtenir una dispersié terbola-lletosa.

En I'addicié del tensioactiu Brij97 va ser necessaria una major agitacié de la mostra per tal
d'obtenir una nano-emulsié. Aquest fet podria ser degut a I'elevada viscositat que aquest
presenta a la temperatura de 24°C en comparacié amb la resta de tensioactius assajats i
gue podria ser atribuible al major nombre , n, d’unitats d'oxids d'etilé que presenta, n=10,
en relacié a la resta de tensioactius no idnics etoxilats utilitzats que presenten un nombre
d'unitats d'oxids d'etilé inferior a 7.

La quantitat minima del tensioactiu S2 addicionada a la microemulsié per obtenir les
nano-emulsions (Figura 4.22) és com a maxim d'un 1% respecte el total de component
tensioactiu present a la nano-emulsié obtinguda, a excepcié del Ci2Es que és del 3%. De
tots els tensioactius assajats, el Ci2Es és el menys eficient ja que es requereix una major
concentracié per obtenir nano-emulsions. Contrariament, el Cremophor EL, és el més
eficient ja que és el que es necessita menys nombre de molécules per obtenir la nano-
emulsio (Figura 4.23, Taula 4.11).

Taula 4.12 es mostra la composicié de la microemulsié inicial i les de les nano-emulsions
obtingudes: A partir d'una microemulsié O/W amb un 85% d'aigua s’han formulat nano-
emulsions O/W amb un contingut d'aigua del 82-84% per addici6é d'un segon tensioactiu.
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Figura 4.22. Concentracié de tensioactiu total en la fase inicial (Brij30) de microemulsié per una
Ros=0.67 i en les nano-emulsions obtingudes. S'ha representat amb una linia horitzontal discontinua
la quantitat de tensioactiu inicial present en el sistema.
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Taula 4.11 NUm. de molécules
de tensioactiu S2 afegides en
I'obtencié de nano-emulsions.

S2 Molécules
C12E5 1.0-10%
Brij 97 3.010"

S -
ynperonic 3310
13/6.5
S -
ynperonic 2110
91/6
Cremophor EL | 3.2:10™
SDS 2.7-10%

Figura 4.23. Nimero de molecules de tensioactiu S2 incorporades a la fase de inicial de microemulsié
O/W per obtenir nano-emulsions O/W en el sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca.
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Taula 4.12. Composicions de la fase inicial de microemulsié de la regié6 D; del sistema
aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, i de les nano-emulsions finals per a cada un dels tensioactius
assajats.

Sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca

Formulacio S2 %W Ros

microemulsio - 85.0 0.67

Ci2Es 823 0.55

Brij97 84.2 0.63

., Synperonic 13/6.5 83.8 0.61
nano-emulsid -

Synperonic 91/6 84.3 0.64

CremophorEL 84.4 0.64

SDS 84.4 0.64

4.3.2.1. Caracteritzaci6 de les microemulsions i nano-emulsions per dispersié
dinamica de la llum laser

Una vegada obtingudes les nano-emulsions es va caracteritzar la mida de gota mitjancant
dispersi6 dinamica de llum laser (DLS) als angles de dispersié 8 de 45°, 60°, 90°, 105° i
120°, d'acord amb el procediment descrit a |'apartat 3.3.12. de la part experimental. La
Figura 4.24 mostra un exemple de la funcié d'autocorrelacié de la llum dispersada
g@(t) obtinguda d'una mesura de la microemulsi6 inicial a un angle de dispersié 6
determinat.

0.20

0.15

0.10

g(Z)(t)_l

0.05

0.00

T T T T T T T
1E-8 1E-7 1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0.1 0.1 1
T /s

Figura 4.24. Funci6 d'autocorrelaci6 de la llum dispersada g®®(z) en funci6 del temps de residéncia
“lag time” 7 obtinguda per DLS a l'angle de dispersié 6 de 45° per a la mostra inicial de
micromemulsio, T=24°C.

Per tal d'obtenir el radi hidrodinamic R, es va analitzar la funcié d'autocorrelacié de la
llum dispersada g (r) mitjancant els métodes d'analisi “Multi-angle” i de “Cumulants”,

descrits a I'apartat 1.2.2.1 de la Introduccié.
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La Figura 4.25 mostra com exemple I'ajust realitzat de la funcié d'autocorrelacié de la llum
dispersada g® (1) representat a la Figura 4.24 segons el métode “Multi-angle” per tal
d'obtenir el valor de la velocitat de caiguda “decay rate” I'.

(@) (b)
-1 -1
Equation y=a+bx
24 Adj. R-Square  0.99797
Value  Standard Erro
34 Intercept  -1.7556 0.00106
2 Slope -1189.2668  2.76124
5 -4 a
& 3
= =
s -5 =
9 53
< -
£ 6 _. < 34
. -
74 [} s
L] ; - .
" -
-84 -
T T T T = T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020
t/s

t/s
Figura 4.25. Exemple de l'analisi Multi-angle DLS realitzat per la mostra de microemulsié inicial
(Ros=0.67) a I'angle de dispersi6é 6 de 45°; (a) Logaritme de la funcié d'autocorrelacié en funcié del
temps de residencia “lag time” 1, (b) Ajust realitzat segons I'Equacié 1.17 de la Introduccié per tal

d‘'obtenir la velocitat de caiguda “decay rate” I.

La representaci6é de la velocitat de caiguda “decay rate” I', obtinguda de I'analisi de la
funcié g®(z) per a cada angle de mesura, en funcié del vector de llum de dispersié al
quadrat g% mostra una relacio lineal entre ambdos, el pendent del qual proporciona una

estimacié del coeficient de difusié D, (Figura 4.26) i (Taula 4.13).

Equation y =a + b*x
7000 - Adi- R-Square 09976
Value
6000 - Intercept  -96.57
Slope  1.224E7
5000
~ 40004
‘v
-~
. 3000
20004
1000

0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005 0.0006
qz / nm-z

Figura 4.26. Representaci6 de la velocitat de caiguda “decay rate” I" en funci6 de g’. La linia continua
senyala I'ajust realitzat segons I'Equacié 1.18 a fi d'obtenir el coeficient de difusié D de la gota en

I'estructura inicial de microemulsio.
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Es va seguir el mateix procediment per les nano-emulsions obtingudes i tal com s’indica a
la Taula 4.13 presenten coeficients de difusié del mateix ordre que la fase de
microemulsié inicial.

Taula 4.13. Coeficients de difusié (D) obtinguts de I'analisi de dades mitjancant el metode “"Multi-
angle” de la microemulsié O/W del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, T=24°C, i de les nano-
emulsions finals obtingudes al addicionar S2 a la microemulsio.

Sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca

Formulacié S2 D (cm?%/s)
microemulsié - 1.2.107
CuoFs 1.9-107
Brij97 1.5107
oemulsid Synperonic 13/6.5 1.5-10':
Synperonic 91/6 9.7-10°
CremophorEL 1.3107
SDS 9.1-10°

A partir del coeficient de difusié i considerant gotes amb geometria esferica es va obtenir
el radi hidrodinamic Ry, aplicant l'equacié d'Stokes-Einstein (Equacié 1.21) pel metode
“Multi-angle”. Els radis hidrodinamics R, pel métode de “Cumulants” a un angle de
dispersio 8 de 90° es van obtenir de manera automatica mitjancant el software de I'equip.

La Figura 4.27a mostra els valors de radi hidrodinamic determinats pels métodes d'analisi
de “Cumulants” i “Multi-angle” de la microemulsié i de les nano-emulsions obtingudes a
temps zero. Aixi mateix també es mostren els valors de radi hidrodinamic determinats en
funcié del temps (Figura 4.27b, ¢, d, e) dels quals es fara referéncia a I'apartat 4.3.2.2. Com
era d'esperar els valors son similars per ambdds metodes en totes les mostres
caracteritzades, confirmant aixi que la mida de gota és independent de I'angle de mesura
i que no hi ha interaccio entre les gotes.

Es va continuar I'analisi de les dades mitjancant el métode de "Cumulants” ja que a més
del radi hidrodinamic proporciona també informacié de la polidispersitat de la mostra. A
la Taula 4.14 i Figura 4.28 es mostra el radi hidrodinamic (Rh) (Figura 4.28a) i els indexs de
polidispersitat (PDI) (Figura 4.28b). El Rh de les nano-emulsions obtingudes varia en
funcié del tensioactiu S2. La mida de gota més petita s'obté pel tensioactiu CyzEs, que és
el que requereix una major concentracié de tensioactiu per formar la nano-emulsié.
Contrariament, amb el tensioactiu ionic SDS s'obté la mida de gota més gran. Per la resta
de tensioactius S2 assajats, en general, les mides de gota de les nano-emulsions
obtingudes exhibeixen valors propers al de la fase inicial de microemulsié.
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Figura 4.27. Comparacié de radis hidrodinamics, Rh, determinats pels meétodes d'analisi de
“Cumulants” i "Multiangle” a I'angle de dispersié 6 de 90°, de la microemulsié O/W inicial (a) del
sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, i de les nano-emulsions obtingudes per addicié6 d'un
tensioactiu S2: ((a, ¢) C12E5, (a, d) Brij97, (a) (Synperonic 13/6.5, (a) Synperonic 91/6, (a, €)
CremophorEL, (a) SDS), a T=24°C.
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Taula 4.14. Radi hidrodinamic (Rh) i Index de polidispersitat (PDI) obtinguts mitjancant la técnica de
DLS i el metode d'analisi de “Cumulants”, de |'estructura inicial de microemulsié O/W i de I'estructura
final de les nano-emulsions O/W del sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca, a T=24°C.

Sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca

Formulacié S2 Rh (nm) PDI
microemulsioé - 19.37 £ 0.51 0.33
CizEs 11.53 + 0.24 0.18
Brij97 20.87 + 0.59 0.16
» Synperonic 13/6.5 16.36 + 0.58 0.23
nano-emulsié -
Synperonic 91/6 19.40 + 1.10 0.23
CremophorEL 18.39 + 0.55 0.22
SDS 22.64 + 049 0.62
@) (b)
30 10
0.9
21 7 0.8
204 . 7z T 0.7
£ 7 7 0.6
£ 154 — 0.5
~ [a]
o
£ 10l 0.4
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Figura 4.28. (a) Radi hidrodinamic (Rh), i, (b) index de polidispersitat (PDI) obtinguts mitjancant la
técnica de DLS a l'angle de dispersi6 6 de 90° i pel métode d'analisi de “Cumulants”, de la
microemulsi6 O/W del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, i de les nano-emulsions
obtingudes per adddicié d'un tensioactiu S2 (Cy;Es, Brij97, Synperonic 13/6.5, Synperonic 91/6,
CremophorEL, SDS), a T=24°C. (La linia horitzontal discontinua és una guia visual).

Respecte als indexs de polidispersitat, PDI, (Taula 4.14, Figura 4.28b) excepte pel SDS els
valors d'aquests sén inferiors a 0.25, el que indicaria que les mides de gota presenten una
distribucié monomodal i que en conseqiliéncia es poden considerar nano-emulsions amb
una baixa polidispersitat. S'ha de destacar que I'addicié de SDS es va fer en estat solid ja
que es presenta en aquesta forma a la temperatura de treball (24°C). Amb la finalitat de
reduir la polidispersitat de la nano-emulsi6 es va preparar una solucié de SDS en aigua i
es va assajar |'addicié de la solucié a la fase de microemulsié. No obstant, no es va
aconseguir reduir el valor de polidispersitat (resultat no mostrat). Aixi mateix el perfil de
distribucié de mides de gota obtingut per la nano-emulsié amb el SDS mitjancant el
metode d'analisi CONTIN (Figura 4.29) va evidenciar la preséncia de varies poblacions
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proximes entre elles, una de les quals amb una amplada de pic considerable, fet que
justificaria els valors elevats dels indexs de polidispersitat obtinguts mitjancant I'analisi de
“Cumulants”.

0.04

0.03

0.02 4

0.01+

Intensitat relativa (u.a.)

0.00 4

0 20 40 60 80 100
Rh / nm

Figura 4.29. Perfil de distribucié de mides de gota mitjancant I'analisi CONTIN a I'angle de dispersi6 0
de 90° de la nano-emulsié obtinguda pel sistema aigua/(Brij30_SDS)/hexadeca, T=24°C.

4.3.2.2. Evolucié de la mida de gota

Aixi mateix es va avaluar la variacié de la mida de gota amb el temps. El radi hidrodinamic
(Figura 4.27, Figura 4.30 i Taula 4.15) i el index de polidispersitat de la fase de
microemulsié es mantenen constant amb el temps estudiat (12 dies) confirmant que era
una microemulsié. No obstant, els valors dels indexs de polidispersitat (PDI) sén, com ja
s'ha mencionat a l'inici d’aquest apartat, superiors als valors de PDI que presenten les
fases finals de nano-emulsi6. S’ha de mencionar que les mesures per DLS de les fases
finals de nano-emulsié van ser realitzades amb dilucié amb aigua per tal d'evitar que la
concentracié de particules fos massa gran i en consequéncia I'efecte de la interaccié de
les gotes i obtenir aixi una bona estimacié del radi hidrodinamic. En canvi, les fases inicials
de microemulsié van ser mesurades sense dilucié6 per tal de preservar la fase de
microemulsié, ja que un canvi de composicid per dilucié amb aigua podria
desestabilitzar-la. Tot i aixi, els valors de PDI es mantenen constants amb el temps (Taula
4.15).
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30 Taula 4.15. Valors de Rh (valor promig *
desviacié estandard) i PDI en funcié del
25+ temps de la Figura 4.30.
20 t (dies) Rh (nm) PDI
P ==
£ 0 194 + 0.51 0.33
£ 1 19.0 + 0.40 037
£ 0] 9 19.6 + 0.15 0.41
12 19.5+0.72 0.37
5
O T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

t / dies

Figura 4.30. Variacié de la mida de gota, Rh (valor promig + desviaci6 estandard) en funcié del temps
determinat pel métode d'analisi de "Cumulants” a I'angle de dispersié 8 de 90° de la fase inicial de
microemulsié pel sistema aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, 85% aigua, T=24°C.

La Figura 4.31a mostra dos tipus de perfils de distribucié de mides de gota a t=0 i t=1dia
amb el temps per la fase inicial de microemulsié obtinguts de dues mesures realitzades
mitjancant I'analisi CONTIN. S’observa una poblacié de mides centrada a un radi
hidrodinamic de 20nm que estaria en concordanca amb els valors obtinguts de I'analisi
“Multi-angle” i de "Cumulants”. No obstant, en alguna de les répliques s'observa també
una segona poblaci6 amb valors de radis hidrodinamics superiors a 100nm, fet que
podria justificar I'elevat index de polidispersitat (PDI) obtingut de I'analisi de “Cumulants”.
Aixi mateix, la preséncia de distribucions de mida de gota bimodal pot ser indicatiu
d'agregacio de les gotes (Aubery, 2011). Els dos tipus de perfils de distribucié de mides
determinats a t=0 es detecten també a t=1 dia (Figura 4.31b).

(a) (b)
0.08 008
0.07 4 t = 0 dies 0071
0 =90°

~ 0.06 _ 0064
] 3
2 005 R 2 005
[ [ [
£ 004 2 004
° o
£ @
+ 0034 0034
S S
E 0.024 E 0.024
[ 9
E o001 E o014

0.00 0.00

T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Rh / nm Rh / nm

Figura 4.31. Perfils de distribuci6 de mides de la fase inicial de microemulsié del sistema
aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67, T=24°C, obtinguts mitjancant el métode d'analisi CONTIN a partir
de mesures per la técnica de DLS a I'angle de dispersio 6 de 90° a (a) t=0 dies, i (b) t=1 dia. Els perfils
de linia discontinua sén replicats.
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El mateix perfil de distribucié de mides de gota s'observa a angles inferiors i superiors a
90° i en l'evolucié amb el temps (Figura 4.32).

(@) (b)
0.20 020
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Figura 4.32. Perfils de distribuci6 de mides de la fase inicial de microemulsié del sistema
aigua/Brij30/hexadeca, Ros=0.67 i T=24°C, obtinguts mitjancant el métode d'analisi CONTIN a partir
de mesures per la técnica de DLS a I'angle de dispersio 6 de 45°, 60°, 105° i 120°, (a) t=0 dies, i (b)
t=1dia.

El radi hidrodinamic de les nano-emulsions obtingudes amb I'addici6é dels tensioactius
Synperonic 13/6.5 i Synperonic 91/6 (Figura 4.33, Taula 4.16) varia poc durant les
primeres 6h, no obstant, transcorregudes 20h es va observar visualment cremat a la
mostra i a més la mida de gota ja no era mesurable per DLS.

30
25 4
£ = b 0—0
€ 154
~
<
&% 10
5 —&— Synperonic 91/6
T —0O— Synperonic 13/6.5
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 4.33. Variacié de la mida de gota, Rh, (valor promig + desviacioé estandard) en funci6 del
temps, determinat pel métode d'analisi de “Cumulants” a I'angle de dispersié 6 de 90° de les nano-
emulsions obtingudes pels sistemes aigua/(Brij30_Synperonic 13/6.5)/hexadeca, i aigua/(Brij30_
Synperonic 91/6)/hexadeca, a T=24°C.
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Taula 4.16. Valors de Radi hidrodinamic (valor promig * desviacié estandard) i Index de
polidispersitat (PDI) en funci6 del temps determinat pel métode d'analisi de “Cumulants” a I'angle de
dispersio 6 de 90° de les nano-emulsions obtingudes a T=24°C per addicié del tensioactiu S2
(Synperonic 13/6.5 i Synperonic 91/6) a la microemulsié del sistema aigua/Brij30_S2/hexadeca.

aigua/(Brij30_S2)/hexadeca
Synperonic 13/6.5 Synperonic 91/6
t (hores) Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
0 178 £ 0.31 0.20 194 +1.10 0.21
1 17.8 £ 0.19 0.13 19.5 + 0.76 0.21
2 17.8 £ 0.23 0.19 20.0 £ 0.56 0.28
3 17.9 + 0.03 0.17 220+ 143 031
5 18.0 + 0.89 0.34 23.0 £ 0.82 0.22
6 17.8 + 042 0.26 240 £ 1.53 0.40

En el perfil de distribucié6 de mides obtinguts amb el métode d'analisi CONTIN (Figura
4.34) s'observa una poblacié de gotes de mides al voltant de 20nm (Rh) i una segona
poblaci6 de gotes amb radis hidrodinamics superiors als 100nm. Aquesta segona
poblacié de mides de gota superiors es va fent més gran amb el temps i es va desplacant
cap a valors de radi superiors, pero al cap de 6h ja no s'observa aquesta segona poblacié
ja que la mida esta fora del limit de deteccié de I'aparell. Aquest efecte suggereix que la
desestabilitzacié de les nano-emulsions podria ser deguda a l'efecte de la maduracio
d'Ostwald en el que la mida de les gotes petites van disminuint amb el temps i la mida de
les gotes grans va augmentant.

Synperonic 13/6.5 Synperonic 91/6
0.25 0.05
——0h —0h
020 1h 0,04 1h
E] —2h < ——2h
2 ——3h 2 —3h
0.154 0.03
£ ——5h 2
k] ——6h ko
£ o104 S 002
8 s
‘@ x
H 2
E 0.05 4 E 0.014 J
0.00 4 0.00
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T T T T T T T T T . . . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 40 80 120 160 200 240
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Figura 4.34. Perfil de distribucié de mides de gota en funcié del temps a I'angle de dispersié 6 de 90°
determinat pel métode d'analisi CONTIN de les nano-emulsions obtingudes a T=24°C per addicié de
tensioactiu S2 (Synperonic 13/6.5 i Synperonic 91/6) al sistema aigua/Brij30/hexadeca.

Els indexs de polidispersitat (PDI) en funcié del temps determinats pel métode d'analisi de
“Cumulants”  (Taula 4.16) de la nano-emulsi6 obtinguda pel sistema
aigua/(Brij30_Synperonic 91/6)/hexadeca presenten valors en el rang 0.2-0.3. A les 6h
s'observa un augment del PDI possiblement com a conseqlencia de l'augment de la
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inestabilitat de la mostra. Aixo estaria d'acord amb els resultats mostrats préviament de
I'analisi CONTIN.

Les nano-emulsions obtingudes amb els sistemes aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca,
aigua/(Brij30_C12E5)/hexadeca i aigua/(Brij30_Brij97)/hexadeca (Figura 4.35) van ser
mesurables per la técnica DLS durant un periode de temps superior a 24h, contrariament
al descrit préviament amb els dos sistemes anteriors, aigua/(Brij30_Synperonic
13/6.5)/hexadeca i aigua/(Brij30_Synperonic 91/6)/hexadeca (Figura 4.33).

La mida de gota de les nano-emulsions obtingudes per addicié de CizEs i Brij97 a la fase
de microemulsié augmenta amb el temps (Figura 4.35a,b) (Taula 4.17). Aix0 es podria
atribuir a una desestabilitzacié de les nano-emulsions per maduracié d'Ostwald.
Contrariament, la mida de gota de les nano-emulsions obtingudes per addicié del
CremophorEL (Figura 4.35¢, Taula 4.17) a la fase de microemulsié disminueix amb el
temps de 18 a 10nm fins a assolir un valor practicament constant a partir dels 15 dies que
es manté com a minim fins gairebé 80 dies. Aix0 podria ser degut a un efecte cinétic del
procés d'emulsificacié. Es a dir, 'emulsificacié es produiria de manera més lenta amb el
CremophorEL que amb la resta de tensioactius assajats. A més, el radi hidrodinamic que
s'obté (= 10nm) és el més petit obtingut de les nano-emulsions preparades per dilucions
de microemulsions per addicié de tensioactiu.

Els indexs de polidipersitat, PDI, de les nano-emulsions obtingudes sén baixos, perd en

general, es detecta una tendéncia ascendent amb el temps, probablement degut als
efectes de desestabilitzacié que produeixen canvis en la mida de gota.
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Figura 4.35. Variacié de la mida de gota, Rh (valor promig * desviacié estandard) en funcié del
temps, a I'angle de dispersié 6 de 90° determinat pel métode d'analisi de “Cumulants” de les nano-
emulsions obtingudes amb en els sistemes: (a) aigua/(Brij30_CizEs)/hexadeca, Ros=0.55 (b)
aigua/(Brij30_Brij97)/hexadeca, Ros=0.63, (c) aigua/(Brij 30_CremophorEL)/hexadeca, Ros=0.64.
T=24°C.
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Taula 4.17. Valors de Radi hidrodinamic (valor promig + desviacié estandard) i Index de
polidispersitat (PDI) en funcié del temps a I'angle de dispersié 6 de 90° determinat pel métode
d'analisi de “Cumulants” de les nano-emulsions obtingudes a temperatura constant 24°C pels
sistemes aigua/(Brij30_Ci.Es)/hexadeca, Ros=0.55, aigua/(Brij30_Brij97)/hexadeca, Ros=0.63, i
aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca, Ros=0.64. (n.d.: no determinat)

aigua/(Brij30_S2)/hexadeca
C12Es Brij 97 Cremophor EL

t (dies) Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
0 129 +0.17 0.17 20.9 + 0.59 0.23 18.4 + 0.55 0.16
139+ 0.18 0.37 242 +0.83 0.24 n.d nd

2 14.4 + 0.35 0.35 294 +1.29 0.36 16.9 £ 0.36 0.16
3 169 + 0.88 0.46 336+ 168 0.39 n.d nd
4 18.3 £ 0.81 0.23 n.d n.d 149 £ 0.29 0.16
7 nd nd 484 +1.83 0.42 nd n.d
8 n.d n.d nd n.d 126 +0.21 0.21
10 nd nd nd nd 119 £ 0.52 0.31
11 nd nd nd nd 11.6 £ 0.33 0.20
14 n.d n.d n.d n.d 111 £ 0.29 0.30
17 n.d n.d n.d n.d 10.2 £ 0.36 0.28
20 n.d n.d n.d n.d 103 + 0.17 0.37
24 n.d n.d n.d n.d 10.0 + 0.23 0.37
30 n.d n.d n.d n.d 10.1 + 0.40 0.38
35 n.d n.d n.d n.d 105 + 044 031
48 n.d n.d n.d n.d 145+ 048 0.38
78 n.d n.d n.d n.d 11.8 + 0.32 0.34

4.3.3. Formacié de nano-emulsions a partir de microemulsions O/W amb una
Row=0.2

Una vegada confirmada la formacié de nano-emulsions O/W per addicié d'un segon
tensioactiu S2 a una fase de microemulsi6 O/W, es va assajar la formacié de nano-
emulsions pel mateix procediment i sistema perd per una relacié oli-aigua Row de 0.2 i
partint d'una concentracié de tensioactiu lleugerament més elevada amb la finalitat
d'obtenir mides de gota inferiors i una major estabilitat.

Per aquest assaig es van seleccionar els tensioactius S2, CremophorEL i Brij97, i es van
addicionar a la fase de microemulsié O/W (regié D1) del sistema aigua/Brij30/hexadeca,
amb una Row de 0.2, i un contingut d'aigua de 72.4%, a temperatura constant de 24°C. La

fases de la Figura 4.3e del apartat 4.1.2 del apartat de Resultats i discussio.
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La Figura 4.36 mostra el cami recorregut durant el procés d’emulsificacié. El punt 1

1.0
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Figura 4.36. Diagrama de fases en funcié de la fracci6 massica de Brij30 (wl) i del contingut de
tensioactiu total (S) pel sistema aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca, Row=0.2, T=24°C. La
fletxa discontinua senyala el cami recorregut durant el procés d'emulsificacié. (D:: fase liquida
isotropa de solucions micel-lars o microemulsions, d’estructura O/W, M;: fase multifasica d'estructura
O/W).

Es van obtenir nano-emulsions amb I'addicié del tensioactiu CremophorEL pero no amb
I'addicié del Brij97. Les composicions de la fase inicial de microemulsié de la regié D1 i de
la fase final de nano-emulsié s'il-lustren a la Taula 4.18.

Taula 4.18. Composicions de la fase inicial de microemulsié O/W i de la fase final de nano-emulsié
O/W pel sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca, T=24°C.

Sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca

Formulacio S2 %W Ros
microemulsio - 724 0.66
nano-emulsié CremophorEL 70.5 0.61

4.3.3.1. Caracteritzaci6 de les microemulsions i nano-emulsions per dispersié
dinamica de la llum laser

Es van caracteritzar les microemulsions del sistema aigua/Brij30/hexadeca amb una

relaci6 Row de 0.2 i les nano-emulsions obtingudes, per dispersié dinamica de la llum
laser a I'angle de dispersié de 90°.
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El radi hidrodinamic, Rh, de la nano-emulsié que s'obté és lleugerament superior al de la
microemulsié inicial (Taula 4.19). En referéncia a l'index de polidispersitat, PD], la nano-
emulsio final presenta un valor menor que el de la microemulsié inicial i a més presenta
un valor inferior a 0.2, indicant que és una fase amb baixa polidispersitat. Els valors
obtinguts estan d'acord amb els resultats préviament mostrats a la Taula 4.14, tant de la
fase inicial de microemulsié amb una Row de 0.2 com de les nano-emulsions per addicié
de tensioactiu.

Taula 4.19. Radi hidrodinamic (Rh) i Index de polidispersitat (PDI) obtinguts mitjancant la técnica de
DLS a l'angle de dispersié 6 de 90° i el métode d'analisi de “Cumulants”, de I'estructura inicial de
microemulsié O/W i de l'estructura final de nano-emulsié del sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca,
T=24°C, Row=0.2.

Sistema aigua/(Brij30_S2)/hexadeca

Formulacio S2 Rh (nm) PDI
microemulsio - 16.1 £ 0.34 0.48
nano-emulsié CremophorEL 17.9 £ 040 0.16

La Figura 4.37 mostra la distribucié de mides de gota a temps zero i a un dia per la fase
inicial de microemulsié obtingudes mitjancant I'analisi CONTIN. S'observa una poblacioé
centrada a un radi hidrodinamic d’aproximadament 20nm que podria correspondre amb
el valor de Rh obtingut pel métode d’analisi de “Cumulants”, i una segona poblacié a Rh
superiors a 150nm que podria justificar |'elevat index de polidispersitat obtingut pel
metode d'analisi de “Cumulants” (Taula 4.19). Com ja s’ha comentat anteriorment la
distribucié bimodal de la mida de gota podria ser degut a agregacio de les gotes.

0.10
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0.08+ t=1dia
<
3
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Figura 4.37. Perfils de distribucié de mides de gota a I'angle de dispersié 6 de 90° de la fase inicial de
microemulsié del sistema aigua/Brij30/hexadeca, Row=0.2, T=24°C, a t=0 dies i t=1 dia, obtinguts
mitjangant el métode de I'analisi CONTIN a partir de mesures per DLS a I'angle de dispersié de 90°.
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4.3.3.2. Evolucié de la mida de gota

Es va avaluar la mida de gota en funcié del temps (Figura 4.38, Taula 4.20). Durant els
primers 6 dies la mida de gota es manté practicament constant, perd a partir dels 8 dies la
mida gota disminueix amb el temps.

25

20

pad

15 \i\i\i\%

10 \§

Rh / nm

0 10 20 30 40 50 60 70
t / dies

Figura 4.38. Variacié de la mida de gota, Rh (valor promig + desviaci6 estandard) en funcié del temps
a l'angle de dispersié 6 de 90° detemerminat pel métode d'analisi de "Cumulants” de la nano-
emulsié obtinguda pel sistema aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca, Row=0.2, T=24°C.

Taula 4.20. Valors de Radi hidrodinamic (valor promig + desviacié estandard) i Index de
polidispersitat (PDI) en funcié del temps a I'angle de dispersid 6 de 90° determinats pel métode
d'analisi de “Cumulants” de la nano-emulsié obtinguda amb una Row=0.2 i T=24°C pel sistema
aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca.
t (dies) Rh (nm) PDI
0 17.9 £ 0.39 0.16
18.1 + 0.59 0.19
2 17.9 £ 0.23 0.20
3 18.0 £ 0.63 0.30
4 173 £ 0.32 031
6
8

177 £+ 117 0.27
16.3 £ 0.59 0.21

14 149 £ 0.98 0.33
19 141 £ 1.02 0.40
32 12.8 + 1.60 0.42
62 10.2 +0.71 0.38

Les dades obtingudes de les mesures de dispersid dinamica de la llum laser també es van
analitzar pel meétode d'analisi “Multi-angle”. Els radis hidrodinamics en funci6é del temps
determinats pels métodes d'analisi de “Cumulants” i “Multi-angle” sén molt semblants
(Figura 4.39), corroborant aixi la correcta estimaci6 dels valors de Rh obtinguts.

120



RESULTATS I DISCUSSIO

25
I Cumulant
L2 Multi-angle
20
15
£
[
~
10
£
o
54
0-
&¢° . ‘5\0 15\39 » & 5 &¢° o & %5\39 &s\eﬁ o & 2 &¢°
? x? ? ? ? 7 ? o ‘,/‘\‘ o

Figura 4.39. Comparacié de radis hidrodinamics, Rh, determinats pels metodes d'analisi de
"Cumulants” i “Multi-angle” a I'angle de dispersioé 6 de 90° de la nano-emulsié obtinguda pel sistema
aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca, Row=0.2, T=24°C.

La Figura 4.40 mostra els perfils de distribucié de mides de gota en funcié del temps
determinats mitjangant el métode d'analisi CONTIN de la nano-emulsié obtinguda amb el
sistema aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca. S'observa una poblacié centrada a 20nm
que podria correspondre amb el valor obtingut amb el métode d'analisi de "Cumulants”
(Taula 4.20). Es percep també una segona poblacié a Rh superiors a 150nm.
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Figura 4.40. Perfil de distribucié de mides de gota en funcié del temps, a I'angle de dispersié 6 de
90° determinat pel métode d‘analisi CONTIN de la nano-emulsi6 obtinguda pel sistema
aigua/(Brij30_CremophorEL)/hexadeca a temperatura constant, 24°C, Row=0.2.
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Conclusions d’aquest apartat

e Es van formar nano-emulsions tipus O/W sense inversié de fase a temperatura
constant  per addici6 d'un segon tensioactiu a microemulsions O/W per un
procediment no descrit fins ara.

e FEs va determinar la concentracié minima de tensioactiu (S2) requerida per formular

les nano-emulsions i es va posar de manifest que entre tots els tensioactius assajats
el CremophorEL era el més eficient.
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4.4. Formacié de nano-emulsions per addicié d’'aigua a mescles binaries
oli/tensioactiu, microemulsions W/O i O/W

Un altre objectiu de la present tesi doctoral era estudiar la influéncia de la composicid
inicial d'aigua, les diferents fases que es formen durant el procés d'emulsificacié aixi com
els aspectes cinétics en les propietats i la mida de gota de les nano-emulsions O/W
formulades per addici6é d'aigua a temperatura constant (métode PIC). Es van seleccionar
sistemes dels quals es tenia una descripcié previa del comportament fasic, ja que era
d'esperar que el coneixement de les diferents fases presents durant el procés
d’emulsificacié des de la composicié inicial a la dispersié final permetrien esbrinar quines
sén les fases determinants de la mida de gota de les nano-emulsions resultants. Es troba
descrit a la literatura que el fet que hi hagi una seqiiéncia de fases afavoreix la formacio
de nano-emulsions i hi han indicis que la darrera fase que es forma es la que determina la
mida de gota de la nano-emulsié final (Forgiarini, 2001), (Usén, 2004), (Sadurni, 2005).
Amb la finalitat de confirmar aquests indicis es va realitzar un estudi sistematic de
formacié de nano-emulsions per addicié d’aigua per un mateix sistema.

Els tensioactius dels sistemes seleccionats van ser tensioactius de grau técnic no ionics de
tipus etoxilat/propioxietilenat (PEO-PPO). Es van abreviar com PPO-PEO-3 i PPO-PEO-5,
en el que els niumeros 3 i 5 indiquen el nombre de mols d'oxid d'etile. La Taula 4.21
mostra els sistemes seleccionats per a realitzar I'estudi.

Es va estudiar la influencia del component oliés (miristat d'isopropil, esquala) en el
sistema aigua/PPO-PEO-5/0li, la influéncia del tensioactiu (PPO-PEO-3, PPO-PEO-5) en el
sistema aigua/tensioactiu/miristat d'isopropil_parafina liquida (1:1) i l'efecte del
component olids (miristat d'isopropil, parafina liquida) en una mescla de tensioactius en
el sistema aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5) (1:1)/0li.

Taula 4.21. Sistemes aigua/tensioactiu/oli seleccionats.
aigua / PPO-PEO-5 / miristat d'isopropil
aigua / PPO-PEO-5 / esquala
aigua / PPO-PEO-3 / miristat d'isopropil_parafina liquida (1:1)

aigua / PPO-PEO-5 / miristat d'isopropil_parafina liquida (1:1)
aigua / PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1) / miristat d'isopropil
aigua / PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1) / parafina liquida

123



RESULTATS I DISCUSSIO

10

(a) aigua/PPO-PEO-5/MI

0.94

0.8+

0.7 4

0.6

Ros

0.54

04+

0.34

L2 La
| — 7

L2 Lo
C vz
Lo L1

L2
 — 2

L2 La L1
) zzzZ,

T
0

10

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% aigua

() aigua/PPO-PEO-3/MLPL (1:1)

0.94

0.8+

0.74

Ros

0.6

0.5

044

L2
L2 Lo
| —777!
L2 La L1
| — 7777 I
L2 L1
—/ I

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% aigua

(e) aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1)/ MI

1.0

0.9

0.8

0.7

Ros

0.6

0.5

0.4

L2
—

L2
—

Lo
bz

L2 Lo, L1
 I— N 777 |

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% aigua

Ros

Ros

Ros

(b)  aigua/PPO-PEO-5/SQ
1.0
091
081
07]
061
Lo
054 %
L2 Lo
044 4
L2 Lo L1
034
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% aigua
(d) aigua/PPO-PEO-5/MILPL (1:1)
10
0.9
08
071
L2 La
064 A
L2 Lo
0.5 (7777
L2 La
0.4 —_J Wz
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% aigua
(f) aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1)/ PL
10
0.9
0.8
074
L
0.6
L2 La L1
051 9 -
L2 Lo L1 L1
044 — "

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% aigua

Figura 4.41. Diagrames de fases parcials en funcié de la relacié Ros i de la concentracié d'aigua,
T=25°C, pels sistemes: (a) aigua/PPO-PEO-5/MI, (b) aigua/PPO-PEO-5/SQ, (c) aigua/PPO-PEO-
3/MLPL (1:1), (d) aigua/PPO-PEO-5/MLPL (1:1), (e) aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1)/MI, (f)
aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1)/PL. (ML miristat d'isopropil, PL: parafina liquida, SQ: esquala). Els
rectangles representen les regions monofasiques: (L2) fase liquida isotropa de microemulsions
d'estructura W/O, (Lo fase de cristall liquid laminar, (L1) fase liquida isdtropa de microemulsions
d’estructura O/W.
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El comportament fasic d'aquests sistemes s'ha representat en diagrames de fases parcials
en funcid de la relacié Ros i del contingut d'aigua (Figura 4.41). En aquesta representacio
nomeés s'indiquen els intervals de composicions de les regions monofasiques:

- L2 que correspon a una regi6 isotropa i transparent de microemulsions de fase
externa oliosa.

- La que correspon a una fase anisotropa de cristall liquid laminar.

- L1 que correspon a una regi6 isotropa i transparent de microemulsions de fase
externa aquosa. S'ha de mencionar que la regi6 L1 del diagrama de fase parcial del
sistema aigua/PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1)/PL (Figura 4.41f) correspon a una
mateixa regio en el corresponent diagrama de fases ternari.

La resta del diagrama correspon a regions multifasiques no indicades a la Figura 4.41.

Es va dur a terme un estudi sistematic de formacié de nano-emulsions O/W per addicié
d'aigua a la temperatura constant de 25°C, a composicions amb diferents relacions Ros
segons el métode descrit a I'apartat 3.3.3.1. Les composicions amb un aspecte lletds-gris
indicatiu d'una mida de gota gran, superior a 500 nm, corresponents a macroemulsions o
emulsions convencionals no es van considerar per estudis posteriors. El contingut d'aigua
de les nano-emulsions va ser supeior al 85%. Les nano-emulsions es van caracteritzar
mitjancant la determinacié del radi hidrodinamic (mida de gota) per la técnica de
dispersi6 dinamica de la llum laser (DLS).

Ates que la formacié d'una dispersid transparent o translicida pot ser indicatiu de que es
tracta d’'una nano-emulsié o d'una microemulsié ja que ambdds tipus de dispersions
poden presentar el mateix aspecte, es va procedir a discernir entre una o altra preparant
la mateixa composicié seguint dos métodes diferents. El primer métode va consistir en
I'addici6 d'aigua en una Unica addici6 a mescles d'oli/tensioactiu préviament
homogeneitzades. El segon metode va consistir en la pesada directa de tots els
components i la seva homogeneitzacio, és a dir, mescla directa de tots els components.
Tenint en compte que les microemulsions sén sistemes que estan en equilibri
termodinamic, la seva formacié no depén del metode de preparacié siné que es forma de
manera espontania (Danielsson, 1981). Contrariament, les nano-emulsions son sistemes
que no estan en equilibri termodinamic i per tant la seva formacié si que depén del
meétode de preparacié (Tadros, 2004), (Solans, 2005) (Anton, 2011). D'aquesta manera
va ser possible diferenciar entre microemulsions i nano-emulsions.

A continuacié es descriuen els resultats obtinguts per a la formacié de nano-emulsions

O/W per a cada sistema en funcié dels tensioactius o olis assajats i de la composicié
inicial.
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4.4.1. Sistemes aigua / tensioactiu no ionic etoxilat/propioxietilenat (PPO-PEO-5)
/ oli

Es va estudiar la formacié6 de nano-emulsions O/W en els sistemes aigua/PPO-PEO-
5/miristat d'isopropil (MI) o esquala (SQ). En una primera etapa es va estudiar la influéncia
de la composicio inicial i el metode d'addicié de l'aigua en la formacié de les nano-
emulsions mantenint la relacié Ros=0.4.

La Taula 4.22 mostra l'aspecte i el tipus de dispersié obtingut al preparar les mostres per
addicions successives d'aigua i per una Unica addicié d'aigua. Contrariament al que era
d'esperar, I'addicié d'aigua en una sola addicié va produir un aspecte de la dispersié final
més transparent i blavds que per addicions successives. Considerant que hi ha el mateix
nombre de gotes I'addicié de l'aigua d'un sol cop propiciaria la formacié de gotes de
mida més petita. Sha de mencionar que les nano-emulsions formades eren molt
inestables, ja que al cap d'uns minuts augmentava la terbolesa de les mostres.

Es pot considerar que en aquests sistemes a la temperatura de 25°C les propietats
hidrofiles-lipofiles del tensioactiu estan equilibrades ja que es formen estructures de
curvatura plana (La) (veure Figura 4.41a), aixi els valors baixos de la tensid interficial
faciliten la formacié de gotes petites, no obstant, una vegada formada I'emulsi6 es
produeix fenomens de desestabilitzacié. La lenta addicié de l'aigua en les etapes inicials
de formacié de les nano-emulsions facilitaria els fenomens de desestabilitzacié com
I'Ostwald Ripening i en conseqliéncia la formacié de gotes de mida més gran i per tant
una disminucié de la transparencia de la dispersio final. Es referma aixi la idea suggerida
per varis autors que la cinetica del procés d'emulsificacié juga un paper important en les
propietats de les nano-emulsions resultants (Forgiarini, 2001), (Solans, 2012).

Aixi, tenint en compte els resultats obtinguts en la formulacié de nano-emulsions amb
una relacié Ros de 0.4, les nano-emulsions amb altres relacions Ros i per la resta de
sistemes es van formular addicionant I'aigua en una sola addici6 amb les mostres en
agitacié per tal que el procés de formacié de la nano-emulsié fos més rapid que els
fenomens de desestabilitzacié i la mida de gota fos petita.
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Taula 4.22. Formaci6é de nano-emulsions O/W en el sistema aigua / PPO-PEO-5 / MI a 25°C, per
una relacié Ros=0.4, mantenint la mostra en agitaci6 vortex.

% aigua Metode d’addicio Aspecte Tipus de

% aigua inicial
6 aigua inici final d'aigua dispersio

Dispersid

transparent- ..
85% Nano-emulsié

translucida

blavosa
0%

. L Dispersio
(0+S) Una Unica addicio ..
95% transparent Nano-emulsié

blavosa

Dispersid
99% transparent Nano-emulsié
blavosa

Dispesio

- . transparent- L
10% Una Unica addicié Nano-emulsié
(L2,

microemulsiéo W/O)

translucida

85% blavosa
Dispersid

translucida Nano-emulsié

Addicions

successives
blanca

Addicions Dispersié opaca, Emulsiod
40% successives blanca, liquida convencional

L1, Dispersid
mic erri Isi6 O/W) 8% t : t
icroemulsid ransparent-
Una Unica addicio p/ . Nano-emulsié

translucida

blavosa

La formacié de nano-emulsions O/W en el sistema aigua/PPO-PEO-5/MI per a relacions
Ros>04 i el sistema aigua/PPO-PEO-5/SQ en funcidé de la relacié Ros i del contingut
d'aigua es mostren a les Taules 4.23-4.25 i a la Figura 4.42. Les nano-emulsions es formen
independentment de la concentracié inicial d'aigua per a les relacions Ros de 0.3-0.6.
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Taula 4.23. Formaci6 de nano-emulsions O/W amb un 90% d'aigua en el sistema aigua / PPO-PEO-5
/ MI a 25°C, en funcié de la concentracié inicial d'aigua en una relacié Ros=0.3. Aigua addicionada

en una Unica addicié.

% aigua inicial

Aspecte després de
I'addicié d’'aigua

Aspecte de la mescla
de components

Tipus de dispersio

50%
(L1,
microemulsié W/O)

Dispersio transparent
liquida blavosa

(0O+S+W)

0% Dispersio transparent ..
o Nano-emulsio

(O+S) liquida blavosa

10%
(L2, Dispersid transparent ..
. ., L Nano-emulsié
microemulsié W/O) liquida blavosa .
Térbol

Nano-emulsié

Taula 4.24. Formacié de nano-emulsions O/W en el sistema aigua / PPO-PEO-5 / MI a 25°C, en
funcié de la relacié Ros i de la composici6 inicial d'aigua. Aigua addicionada en una Unica addicié.

) .. % aigua Aspecte de la ) N ..
Ros % aigua inicial . A . Tipus de dispersio
final dispersio
0% .,
95% . » Nano-emulsio
(O+S) Dispersié
0.5 10% transparent-
(L2, 95% translicida blavosa Nano-emulsié
microemulsié W/O)
0% .,
Nano-emulsié
(0+S) . -
Dispersio blanca
0.6 10% 85% L.
translucida .
(L1, Nano-emulsié
microemulsié W/O)
07 . 3
0% Dispersié opaca Emulsié
0.8 95% .
. (O+S) blanca convencional
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Taula 4.25. Formaci6é de nano-emulsions O/W amb un 90% d'aigua final en el sistema aigua / PPO-
PEO-5 / SQ a 25°C, en funcio de la relacié Ros i de la concentraci6 inicial d’aigua. Aigua addicionada
en una Unica addicid.

, Aspecte després de la
Aspecte després .
A L. D e e, mescla de Tipus de
Ros % aigua inicial de I'addicié ) .
L. components dispersio
d’aigua
(0O+S+W)
Dispersio
0% . Nano-
transltcida blanca ..
(0O+S) o emulsié
liquida
10% . .,
Dispersio . Nano-
0.3 (L2, L. Terbol ..
. » translicida blavosa emulsié
microemulsié W/O)
30% . .,
Dispersio Nano-
(L1, o ..
. » translicida blavosa emulsié
microemulsié W/O)
0% Dispersié opaca Emulsiod
(O+S) blanca convencional
0.4 10% . . - .,
(L2 Dispersié opaca Emulsio
. " blanca convencional
microemulsié W/O)
0.5 0% Dispersié opaca Emulsio
’ (0+S) blanca convencional
06 0% Dispersié opaca Emulsio
’ (0+S) blanca convencional
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(a) aigua / PPO-PEO-5/ MI
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(b) aigua/PPO-PEO-5/SQ
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Figura 4.42. Diagrames de fases parcials, en els sistemes (a) aigua / PPO-PEO-5 / ML, i (b) aigua /
PPO-PEO-3 / SQ, en funcio de la relacié Ros i del contingut d'aigua, T=25°C. Els simbols (@) indiquen

les concentracions inicials d'aigua. (A) formacié6 de nano-emulsions, (X) no formacié de nano-
emulsions. Les fletxes indiquen el cami d’emulsificacio.
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En el sistema amb el miristat d'isopropil es van formar nano-emulsions en un rang de
relacions Ros (0.3-0.6) més elevat que amb l'esquala (Ros=0.3). La major polaritat del
miristat d'isopropil respecte a la de I'esquala propiciaria la formacié de nano-emulsions
O/W en un rang més ampli de Ros.

Es de destacar que en els dos sistemes (amb miristat d'isopropil 6 esquala) es van obtenir
nano-emulsions per tres mecanismes: a) per inversié de fase més dilucié de microemulsié
O/W, b) per inversidé de fase, ja sigui partint de mescles binaries d'oli/tensioactiu o bé
partint de microemulsions de tipus W/O (L2), i ¢) sense inversié de fase, per dilucié de
microemulsions tipus O/W (L1).

Les nano-emulsions van ser caracteritzades mitjancant la determinacié de la mida de gota
per la técnica de DLS segons l'apartat 3.3.12. a I'angle de dispersioé de 90°. També es va
avaluar l'estabilitat. La Figura 4.43 mostra la variacié de la mida de gota en funci6 del
temps de nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua del 90% obtingudes pel
sistema aigua/PPO-PEO-5/MI a partir de diferents composicions inicials. Els valors de radi
hidrodinamic confirmen la formacié de gotes de mida en el rang nanométric. Aixi mateix

que la mida de gota augmenta lleugerament amb el temps.

60
—— (0+5)
1—— L2 (microemulsié W/O)

04— 1 (microemulsié O/W)

40
£
c 304
~
= 20

104

O T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
temps / s

Figura 4.43. Variacié de la mida de gota (Rh) en funcié del temps de les nano-emulsions O/W
obtingudes en el sistema aigua/PPO-PEO-5/MI per la relacié Ros=0.3 i per a diferents composicions
inicials.

Amb la finalitat d'augmentar I'estabilitat de les nano-emulsions es va addicionar esquala
en una relacié miristat d'isopropil/esquala 8:2, ja que es troba descrit a la literatura que en
la formacié de nano-emulsions tipus O/W l'addicié d'un oli de menor polaritat pot
disminuir els efectes de desestabilitzacié per maduracié d'Ostwald (Izquierdo, 2002).
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Les nano-emulsions no es formen si no hi ha fases monofasiques de microemulsions o de
cristall liquid durant I'emulsificacié.

Per a les nano-emulsions del sistema amb miristat d'isopropil amb Ros=0.3 i obtingudes a
partir de la mescla d'oli/tensioactiu al determinar la mida de gota en funcié del temps i
representar Rh® en funcié del temps es va posar de manifest que la pendent de la recta
resultant és menor amb la incorporacidé d'esquala (Figura 4.44), és a dir, que l'esquala
atenua la velocitat a la que es desestabilitza la nano-emulsié per maduracié d'Ostwald
(Taula 4.26). En conseqiiéncia I'addici6é d'esquala a la fase dispersa augmenta I'estabilitat
de les nano-emulsions O/W pel sistema aigua/PPO-PEO-5/MI. No obstant, I'estabilitat
d’aquestes nano-emulsions és inferior a una hora.

100000 Taula 4.26. Velocitat de maduracio
(045 d'Ostwald de les nano-emulsions.
80000 4 0 (0+5) MISQ) (82) L Velocitat
Composicio ..
. maduracié
inicial i
m 60000 el d’'Ostwald
£ emulsificacié 3, .
c (nm*/min)
> 40000
= O+S 5201
20000 - 0+S
1936
(MLSQ) (8:2)
0

T T T T T
0 100 200 300 400 500
temps / s

Figura 4.44. Ajust a I'equacié de Maduracié d'Ostwald de les nano-emulsions O/W formades amb el
sistema aigua/PPO-PEO-5/MI, Ros=0.3. Efecte de I'addici6 d'esquala (SQ) a la fase dispersa.

Es destacable que I'addicié d’esquala produeix una lleugera disminucié de la mida de
gota si I'emulsificacié s'inicia de la barreja d'oli i tensioactiu (O+S). També es va estudiar
la mida de gota i estabilitat de les nano-emulsions iniciant I'emulsificacié en les regions
L2 i L1 (sense i amb esquala). Les nano-emulsions amb esquala obtingudes a partir d'una
mescla (O+S) 6 de la regi6 L1 van presentar mida de gota similar a les obtingudes a partir
de la mescla (O+S) i més petita que a partir de la regié L2. Contrariament al que era
d'esperar no es va observar variacié de la mida de gota amb i sense esquala si es parteix
d'una fase de microemulsié inversa (L2) (Figura 4.45).
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Figura 4.45. Variacié de la mida de gota (Rh) en funcié del temps de les nano-emulsions O/W
obtingudes en el sistema aigua/PPO-PEO-5/MI per la relacié Ros=0.3 i per a diferents composicions
inicials. Efecte de la incorporacié d'esquala a la fase dispersa.

Les nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua del 90% formades en el sistema
aigua/PPO-PEO-5/esquala presenten valors de mida de gota (Figura 4.46) del mateix
ordre que les obtingudes amb el miristat d'isopropil (Figura 4.45), tot i que la nano-
emulsi6 obtinguda partint de la mescla incial d'oli/tensioactiu presenta valors
lleugerament superiors. Aixd podria ser degut a la major viscositat que presenta l'esquala
en comparaci6 amb el miristat d’isopropil. Tenint en compte que la incorporacié de
I'aigua en I'emulsificacié es va fer en una Unica addicié mantenint la mostra en agitacio,
podria ser que no donés temps a que es formessin les diferents fases durant el procés
d’emulsificacio, en particular, la darrera fase probablement és la que determina la mida de
gota de la nano-emulsi6 final que es formara.

La mida de gota de les nano-emulsions O/W obtingudes amb I'esquala varia menys en
funcié del temps, que en el cas del miristat d'isopropil, indicacié d’'una major estabilitat.
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Figura 4.46. Variaci6 de la mida de gota (Rh) en funcié del temps de les nano-emulsions O/W
obtingudes en el sistema aigua/PPO-PEO-5/SQ per la relacié Ros=0.3 en funcié de la composicié
inicial.

4.4.2. Sistemes aigua / tensioactiu no ionic etoxilat/propioxietilenat (PPO-PEO-5 6
PPO-PEO-3) / MI:PL (1:1)

Aixi mateix es va estudiar la formacié de nano-emulsions O/W en el sistema amb una
mescla de components oliosos ((miristat d'isopropil (MI) i parafina liquida (PL)) amb els
tensioactius PPO-PEO-3 6 PPO-PEO-5. Els resultats obtinguts en la formacié de nano-
emulsions O/W en funcié de la relacié Ros i de la concentracié d'aigua es mostren en les
Taules 4.27-4.28 i a la Figura 4.47.
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Taula 4.27. Formaci6 de nano-emulsions O/W amb un 95% d'aigua en el sistema aigua / PPO-PEO-3
/ ML:PL (1:1) a 25°C, en funcié de la relacié Ros i del contingut d'aigua inicial. Aigua addicionada en
una Unica addicié.

Aspecte de la
) .. Aspecte després de mescla de Tipus de
Ros % aigua inicial i et e . ..
I'addicié d’aigua components dispersio
(O+S+W)
Dispersio
0% . Nano-
translucida blanca- ..
(0+S) emulsié
blavosa
0.4 . . Terbol
20% Dispersio
. Nano-
(L2, translucida blanca- ..
. ., emulsié
microemulsié W/O) blavosa
Dispersid
0% . Nano-
transltcida blanca- ..
(0+S) emulsié
blavosa
20% Dispersio
. . Nano-
0.5 (L2, translicida blanca- Terbol ..
. ., emulsié
microemulsié W/O) blavosa
50% Dispersio
. Nano-
(L1, transltcida blanca- ..
. ., emulsié
microemulsié O/W) blavosa
Dispersio
0% . . Nano-
transltcida blanca- Terbol .
(0+S) emulsié
blavosa
0.6
10% . .,
Dispersio . Nano-
(L2, . Terbol ..
. ., translicida blanca emulsié
microemulsié W/O)
0% Dispersio R Nano-
o Terbol .
(O+S) transllcida blanca emulsio
0.7 10% Dispersio
L. . Nano-
(L2, transltcida blanca Terbol .
. » L. emulsié
microemulsié W/O) (limit)
08 0% Dispersié opaca Emulsio
(0+S) blanca convencional
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Taula 4.28. Formaci6 de nano-emulsions O/W amb un 90% d'aigua en el sistema aigua / PPO-PEO-5
/ ML:PL (1:1) a 25°C, en funcié de la relacié Ros i del contingut inicial d'aigua. Aigua addicionada en
una Unica addicio.

, Aspecte de la
Aspecte després .
. - s mescla de Tipus de
Ros % aigua inicial de I'addicié de . L,
L. components dispersio
I'aigua
(0O+S+W)
0% Dispersiod Dispersid . .,
0.3 Microemulsid
(O+S) transparent transparent
Dispersio
0% . Nano-
transparent Terbol ..
(0O+S) emulsié
blavosa
0.4 - =
10% Dispersio
- R Nano-
(L2, transltcida blanca- Terbol .
. ., emulsié
microemulsiéo W/0) blavosa
0% . Nano-
. . Terbol ..
(0+S) Dispersiod emulsié
0.5 10% translucida blanca-
. Nano-
(L2, blavosa Terbol .,
. » emulsio
microemulsié W/O)
0% . Nano-
. . Terbol ..
(0+S) Dispersid emulsié
0.6 10% translucida blanca-
. Nano-
(L2, blavosa Terbol .,
. ., emulsié
microemulsié W/O)
07 0% Dispersid opaca Emulsio
’ (0+S) blanca convencional
08 0% Dispersid opaca Emulsié
’ (0+S) blanca convencional
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(a) aigua/PPO-PEO-3 / MIL:PL (1:1)
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Figura 4.47. Diagrames de fases parcials pels sistemes: (a) aigua / PPO-PEO-3 / MLPL (1:1), (b) aigua /
PPO-PEO-5 / MLPL (1:1), T=25°C. Els simbols (@) indiquen les concentracions inicials d'aigua. (A)
formacié de nano-emulsions, (X) no formacié de nano-emulsions. Les fletxes indiquen el cami

d'emulsificacio.

En el sistema amb el PPO-PEO-3 es van formar nano-emulsions O/W en un rang de

relacions Ros (0.4-0.7) lleugerament més extens que amb el PPO-PEO-5 (0.4-0.6). Aixo

podria estar relacionat amb I'abséncia de zones monofasiques a relacions Ros elevades. El
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tensioactiu PPO-PEO-3 presenta un nombre HLB de 7, lleugerament menor al nombre
HLB del PPO-PEO-5 que és de 9. En conseqliéncia, amb el PPO-PEO-3 esta lleugerament
més afavorida la formacié d'estructures W/O com la fase L2.

En els sistemes aigua/tensioactiu (PPO-PEO-3 é PPO-PEO-5)/MLPL (1:1) es van obtenir
nano-emulsions O/W pels mecanismes a) inversié de fase més dilucié de microemulsions
O/W, i b) inversid de fase ja sigui partint de mescles binaries d'oli/tensioactiu o bé partint
de microemulsions de tipus W/O (L2). Aixi mateix en el sistema amb el PPO-PEO-3 també
es van obtenir nano-emulsions O/W pel mecanisme ¢) sense inversié de fase, per dilucié
de microemulsions tipus O/W (L1). En el sistema amb el PPO-PEO-5 no es va poder
estudiar la formacié de nano-emulsions O/W iniciant I'emulsificacié en la regié (L1) ates
que aquesta no es troba present en el interval de relacions Ros estudiat.

4.4.3. Sistemes aigua / tensioactius no ionics etoxilats/propioxietilenats (PPO-PEO-
3 : PPO-PEO-5) (1:1) / oli

Es va estudiar la formacié de nano-emulsions O/W en el sistema amb una mescla de
tensioactius (PPO-PEO-3 i PPO-PEO-5) amb els components oliosos miristat d'isopropil o
parafina liquida.

Els resultats obtinguts en la formacié de nano-emulsions O/W en funcié de la relacié Ros i
de la concentraci6 inicial d'aigua es mostren a les Taules 4.29-4.30 i a la Figura 4.48.
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Taula 4.29. Formacié de nano-emulsions O/W amb un 90% d'aigua en el sistema aigua / PPO-PEO-3
: PPO-PEO-5 (1:1) / MI a 25°C, en funci6 de la relacié Ros i del contingut inicial d'aigua. Aigua

addicionada en una Unica addicié.

Aspecte després

Aspecte de la

A L. s e . mescla de Tipus de
Ros % aigua inicial de I'addicié ) ..
L. components dispersié
d’aigua
(0O+S+W)
Dispersio
0% L. ..
translucida blanca- Nano-emulsié
(O+S)
blavosa
10% Dispersiod
0.4 (L2, translicida blanca- Terbol Nano-emulsié
. . g erbo
microemulsiéo W/O) blavosa
50% Dispersiod
(L1, translicida blanca- Nano-emulsié
microemulsiéo O/W) blavosa
0% Dispersiod
0.5 0 translicida blanca- Terbol Nano-emulsié
(O+S)
blavosa
0% Dispersiod
0.6 0 translucida blanca- Terbol Nano-emulsié
(O+S)
blavosa
07 0% Dispersid opaca Emulsié
’ (0+9S) blanca convencional
08 0% Dispersid opaca Emulsié
’ (0+9S) blanca convencional
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Taula 4.30. Formacié de nano-emulsions O/W en el sistema aigua / PPO-PEO-3 : PPO-PEO-5 (1:1) /
PL a 25°C, en funci6 de la relacié Ros i del contingut inicial d'aigua. Aigua addicionada en una Unica

addicié.

Aspecte de la
A L. % aigua | Aspecte després mescla de Tipus de
Ros % aigua inicial . s s . ‘o
final I'addicié d’aigua components dispersio
(0O+S+W)
0% Dispersiod Dispersid
0.3 (O+DS) 95% transparent transparent Microemulsio
blavosa blavosa
Dispersio
0% Nano-
transparent ..
(0+5) Lo emulsié
liquida blavosa R
0.4 95% - — Terbol
10% Dispersio
Nano-
(L2, transparent .
. » Lo emulsié
microemulsié W/O) liquida blavosa
Dispersio
0% . . Nano-
0.5 90% translucida Terbol ..
(0+S) emulsié
blanca-blavosa
0% Dispersiod . Nano-
0.6 90% L Terbol L,
(O+S) translucida blanca emulsio
0% Dispersid opaca Emulsiod
0.7 90% - )
(O+S) blanca convencional

140




RESULTATS I DISCUSSIO
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Figura 4.48. Diagrames de fases parcials pels sistemes (a) aigua / PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1) / MI,
(b) aigua / PPO-PEO-3_PPO-PEO-5 (1:1) / PL, T=25°C. Els simbols (®) indiquen les concentracions
inicials d'aigua. (A) formacié de nano-emulsions, (X) no formacié de nano-emulsions. Les fletxes
indiquen el cami d’emulsificacié.
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Es van formar nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua del 90% en un rang de
relacions Ros de 0.4-0.6 amb els sistemes amb els olis, miristat d'isopropil i parafina
liquida. Era previst que la diferent polaritat dels dos olis produis una diferencia en el rang
de relacions Ros en el que es formen les nano-emulsions O/W. S'ha de de mencionar que
amb els dos olis les regions d'una fase, sigui la fase L2 (microemulsions W/O) o la de
cristall liquid laminar (La) s'estenen fins la relacié Ros de 0.6. Per tant, aix0 indicaria que
és necessaria la preséncia d'una regié monofasica d'estructura inversa o plana per a la
formacié de les nano-emulsions tipus O/W. En conseqiiéncia, es confirma que sino hi ha
zona monofasica durant I'emulsificacié no s'obté la nano-emulsié.

En ambdds sistemes es van obtenir nano-emulsions O/W pels mecanismes a) inversié de
fase més diluci6 de microemulsions O/W, b) per inversié de fase ja sigui partint de
mescles binaries d’oli/tensioactiu o partint de microemulsions de tipus W/O (L2), i ¢) per
dilucié de microemulsions tipus O/W (L1).

La Figura 4.49 mostra una representacié esquematica de tres possibles mecanismes
d'emulsificacié proposats per aquests sistemes en la formacié de nano-emulsions O/W
per addicié d'aigua a temperatura constant.

Segons el mecanisme (A) les nano-emulsions O/W es formen mitjancant dues etapes: una
primera etapa en la que es produeix la inversidé de fase d’'estructura W/O a estructura
O/W, seguida d'una etapa de dilucié per addicié d'aigua en la que el sistema no és
estable termodinamicament i es forma la nano-emulsi6. En I'etapa d'inversié de fase
s'observa la presencia de fases de cristall liquid laminar indicatiu de que es formen
estructures de curvatura plana. D'aquesta manera es pot dir que les nano-emulsions O/W
obtingudes pel mecanisme (A) s’han format per combinacié de dos métodes de baixa
energia, el métode "PIC” (inversi6 de fases per canvi de composicid) seguit del métode de
dilucié de microemulsions O/W (sense inversio de fase).

En el mecanisme (B) les nano-emulsions O/W es formen mitjangant una Unica etapa en la
que es produeix la inversié de fase d'estructura W/O a estructura O/W, en la que hi pot
ser present o no la fase de cristall liquid laminar. Aixi, pel mecanisme (B) es formen nano-
emulsions mitjancant el metode baixa energia "PIC" (inversié de fases per canvi de
composicio).

En el mecanisme (C) les nano-emulsions O/W es formen mitjancant una Unica etapa per
dilucié de microemulsions del tipus O/W sense inversi6 de fases.

L'estudi de la formacié de nano-emulsions en aquests sistemes permeten concloure que
la formacié de nano-emulsions O/W és necessari que l'oli i el tensioactiu estiguin ben
mesclats i que durant el procés d'emulsificacid es produeixin estructures de microemulsié
inversa i/o de cristall liquid laminar o de microemulsié directa.
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Figura 4.49. Representacié esquematica de la formaci6é de nano-emulsions O/W per addicié d'aigua a
temperatura constant: (A) inversié de fase + dilucié de microemulsions O/W, (B) inversié de fase, (C)
dilucié de microemulsions O/W.

Com era previst es va observar que la transparencia de les nano-emulsions disminuia al
augmentar la relacié Ros. Considerant que hi han el mateix nombre de gotes, al
augmentar el contingut d’oli la mida de les gotes augmenta i en conseqiéncia la mida de
gota de la nano-emulsié que s'obté.
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144

Conclusions d’aquest apartat

Es van formar nano-emulsions tipus O/W mitjancant métodes de baixa energia,
amb un contingut d'aigua superior al 85%, per addicié d'aigua, a temperatura
constant pels sistemes segiients:
- aigua / PPO-PEO-5 / oli (miristat d'isopropil o esquala)
- aigua / tensioactiu (PPO-PEO-3 o PPO-PEO-5) / (miristat d'isopropil : parafina
liquida)
- aigua / PPO-PEO-3 : PPO-PEO-5 / oli (miristat d'isopropil o parafina liquida)

Les nano-emulsions O/W es van formar mitjancant varis mecanismes de baixa
energia a temperatura constant per canvi de composicio:

A) Inversio de fase més dilucié de microemulsié O/W

B) Inversio de fase

C) Dilucié de microemulsié O/W

En aquests sistemes és necessari que durant el procés d’emulsificacié es produeixin
estructures de microemulsio inversa/directa o fases de cristall liquid laminar per a la
formacié de nano-emulsions O/W.

El fenomen de desestabilitzacié predominant d’aquestes nano-emulsions O/W és per
maduracié d'Ostwald.

Es va verificar que la mida de gota de les nano-emulsions augmenta amb la relacié
Ros.
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4.5. Nano-emulsions polimériques utilitzades com a plantilla per a la
formacié de nanoparticules polimériques per aplicacié en biomedicina

Entre les aplicacions de les nano-emulsions sén de gran interés la seva utilitzacié com a
plantilla per a l'obtencié de nanoparticules polimériques de PLGA per aplicacié en el
camp de la biomedicina.

A la literatura es poden trobar treballs en els que han investigat I'efecte de la relacié acid
lactic: acid glicolic del PLGA, aixi com la influéncia del pes molecular en les
caracteristiques de les nanoparticules que s'obtenen (Gémez-Gaete, 2007), (Mittal,
2007), (Gaignaux, 2012), no obstant, no s'ha trobat cap treball publicat fins ara en relacié
a la influéncia de la concentracié del polimer PLGA en les nano-emulsions polimériques
aixi com en les nanoparticules polimeériques.

L'objectiu d'aquest estudi era investigar la influéncia de la concentracié de polimer en la
formacié i propietats de nano-emulsions i nanoparticules polimeriques del tipus O/W. Aixi
mateix, considerant aplicacions en el camp farmaceutic es va estudiar la influéncia de la
concentracié de PLGA en I'encapsulacié i alliberacié d’'un principi actiu i es va avaluar la la
citotoxicitat in vitro de les nanoparticules polimériques sense i amb principi actiu.

El sistema seleccionat per a realitzar aquest estudi va ser el format per
aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) del qual s'havia realitzat un estudi previ en
relacio a I'obtencié de nanoparticules polimeériques a partir de nano-emulsions.

4.5.1. Estudi del comportament fasic del sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en
acetat d’etil)

Es va estudiar el comportament fasic del sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat
d'etil) en funcié del contingut de polimer a 25°C segons els métodes de pesada directa i
de valoracio descrits a I'apartat 3.3.1.

En els diagrames de fases pseudoternaris representats a la Figura 4.50 s'observen dues
regions monofasiques independentment de la concentracié de polimer en acetat d'etil:

- L2 que correspon a una regié isotropa i transparent de solucions micel-lars inverses
o microemulsions de fase externa oliosa.

- C.L que correspon a una regidé anisotropa i lleugerament térbola que podria
correspondre a una fase de cristall liquid laminar, malgrat que no va ser possible la
seva confirmacié per microscopia Optica amb llum polaritzada degut a la fragilitat
d’'aquesta fase.
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Les altres zones dels diagrames de fases estan formades per les regions multifasiques:

- M que correspon a una regié multifasica.

- M+CL que correspon a una regié multifasica (M) amb cristall liquid (CL) present.
S’ha de mencionar que en aquestes regions multifasiques I'equilibri de fases no va ser
estudiat.

(@ 0.5% PLGA (b) 1% PLGA

Cremophor EL Cremophor EL

Ros = 0.9
Aigua 50 [0.5%PLGA en Aigua 50 [1%PLGA en
Acetat d'etil] Acetat d'etil]
(©) 2% PLGA (d) 4% PLGA

Cremophor EL

Cremophor EL

Ros = 0.9 Ros = 0.9

Aigua [2%PLGA en A192 * heetat deti
Acetat d'etil] '

Figura 4.50. Diagrama de fases a T=25°C del sistema aigua/CremophorEL/(PLGA_Acetat d'etil) en
funcié del contingut de polimer (a) 0.5%PLGA, (b) 1%PLGA, (c) 2%PLGA. (d) 4%PLGA (L2: fase liquida
isotropa de microemulsions d'estructura O/W, CL: fase anisotropa lleugerament térbola, M:
multifasic). (La zona ratllada és una regi6 no estudiada).
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4.5.2. Formacié i caracteritzacié de nano-emulsions polimériques

Es va estudiar la formacié de les nano-emulsions tipus O/W en funcid del contingut de
polimer (PLGA) del sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) per addicié
d'aigua a barreges d'oli-tensioactiu segons s'ha descrit a I'apartat 3.3.3.1.

Es van obtenir nano-emulsions en un ampli rang de relacions Ros, entre 0.2 i 0.8 i elevat
contingut d'aigua, desde 45% d'aigua fins a concentracions superiors al 90%. A la Figura
451 es mostra les regions de formacié de les nano-emulsions O/W en funcié del
contingut de polimer 0.5%, 1%, 2% i 4% de PLGA en la fase oliosa. S'observa com la regié
de formacié de les nano-emulsions augmenta lleugerament amb el contingut de polimer.

Cremophor EL

T = 25°C

4% PLGA
--- 2%PLGA
---- 1% PLGA
-------- 0.5% PLGA

X;- Ros = 0.8

Aigua 50 [x% PLGA en
Acetat d'etil]

Figura 4.51. Regi¢ de formacié de les nano-emulsions O/W pel sistema aigua/CremophorEL/(PLGA
en acetat d'etil) en funci6 del contingut de polimer (PLGA) x=0.5%, 1%, 2%, 4%PLGA en acetat d'etil,
T=25°C.

La Taula 4.31 mostra el minim contingut d'aigua i el rang de relacié Ros en el que es
formen les nano-emulsions per a cada concentracié de PLGA. Aixi, al augmentar el
contingut de polimer en acetat d'etil augmenta el rang de relacions Ros en el que es
formen les nano-emulsions.
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Taula 4.31. Intervals de formaci6 de les nano-emulsions O/W pel sistema aigua/CremophorEL/(PLGA
en acetat d'etil), a 25°C, en funcié del contingut de polimer (PLGA) en la fase oliosa.

Interval de formacié de les nano-emulsions
% PLGA % aigua Ros
0.5 > 60 % 0.5-0.8
>50% 04-08
> 45 % 0.3-0.8
> 50 % 02-07

La observacié per microscopia electronica (Figura 4.52) de la nano-emulsié formulada en
el sistema aigua/CremophorEL/[4%PLGA en acetat d'etil] amb una relacié Ros 0.6 i 90%
d'aigua va corroborar la formacié de gotes amb un radi promig de 5012 nm, inferior al
determinat per DLS (75 nm). Aix0 és deu a que el radi determinat per DLS fa referéncia al
radi hidrodinamic, és a dir, al radi de la gota més I'aigua solvatada, mentre que el radi
determinat per microscopia electronica propociona valor Gnicament del radi de la gota.

Figura 4.52. Imatge obtinguda per microscopia electronica “Cryo-TEM" de les gotes de la nano-
emulsié obtinguda del sistema aigua/CremophorEL/[4%PLGA en acetat d'etil] amb una relacio
Ros=0.6 i 90% aigua.

Els diagrames de fases mostrats a la Figura 4.50 indiquen que durant la formaci6 de la
nano-emulsi6 O/W a temperatura constant a partir de mescles d'oli i tensioactiu es
produeix inversié de fases. Es confirma d'aquesta manera la formacié de nano-emulsions
tipus O/W pel sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) a diferents
concentracions de polimer, per addici6é d'aigua a temperatura constant i amb inversié de
fase (metode de baixa energia PIC).

A nivell visual es va observar que per una determinada relacié Ros la transparencia de les

nano-emulsions augmentava amb el contingut d'aigua independentment del contingut
de polimer, indicant aixi una disminucié de la mida de gota. Aixi mateix es va observar
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gue per una determinada relacié Ros i contingut d'aigua la transparencia de les nano-
emulsions disminuia al augmentar el contingut de polimer, indicant aixi un augment de la
mida de gota de les nano-emulsions amb el contingut de polimer. Aquestes observacions
estan en concordanca amb les determinacions realitzades mitjancant la tecnica de
dispersi6 dinamica de llum laser (DLS) de la mida de gota de les nano-emulsions (Figura
4.53, Taula 4.32). Per a les tres relacions Ros estudiades el radi hidrodinamic de les nano-
emulsions augmenta amb el contingut de polimer. Aixi mateix la mida de gota de les
nano-emulsions augmenta lleugerament amb la relacié Ros per a cada concentracié de
PLGA estudiada. Les nano-emulsions presenten uns valors de index de polidispersitat
(PDI) en el rang 0.3-0.6 (Taula 4.32).

90

80l —®—Ros=055
—O—Ros=0.60
704 —A—R0s=070

60
50

404

Rh / nm

30 1
20
10 4

0 L I I e I e L
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
% PLGA en acetat d'etil

Figura 4.53. Mida de gota (Rh) determinada per la técnica de DLS en funcié del contingut de polimer
(PLGA) a diferents relacions Ros de les nano-emulsions O/W obtingudes pel sistema
aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) amb 90% d'aigua i a 25°C.

Taula 4.32. Mida de gota (Rh) i index de polidispersitat (PDI) determinat per DLS de les nano-
emulsions O/W obtingudes pel sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) amb 90% d'aigua
ia25°C.

%PLGA en Ros = 0.55 Ros = 0.60 Ros = 0.70
acetat d'etil Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
0.5% 73 +0.18 0.30 8.4 + 0.65 0.42 122 £ 0.27 0.51
1% 9.9 £ 0.20 0.47 145 £ 0.31 0.58 25.6 + 0.52 0.61
2% 39.1+136 0.57 451 +0.72 0.55 464 + 033 0.52
4% 68.8 + 1.16 0.49 74.1 +1.59 0.40 70.8 + 0.85 033
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Cal destacar que en aquests sistemes s’han format nano-emulsions O/W amb una relacié
Ros més gran que en sistemes similars amb aplicacié en el camp farmacéutic descrits a la
literatura (Sadurni, 2005), (Fornaguera, 2015).

Es va seleccionar la dexametasona (DXM) com a principi actiu model per estudiar I'efecte
de la concentracié de PLGA en la seva encapsulacié en nanoparticules polimeériques. Es va
seleccionar la relacié Ros 0.6 i 90% d'aigua per a la preparacié de nano-emulsions i per
estudis posteriors.

La DXM es va incorporar en la fase oliosa de les nano-emulsions segons el metode descrit
a l'apartat 3.3.5. Després es van preparar nano-emulsions amb 0.18% de DXM en la fase
oliosa amb una relacié6 Ros 0.6, 90% d'aigua, i a diferents contingut de polimer pel
sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) pel métode per addicié6 d'aigua
segons el procediment descrit a I'apartat 3.3.3.1. A nivell visual les nano-emulsions tenien
un aspecte transparent & transparent/translicid blavés depenent del contingut de
polimer: a menor contingut de polimer més transparent és la mostra.

4.5.3. Formacié de nanoparticules polimériques

A continuacié es van preparar les nanoparticules polimériques a partir de les nano-
emulsions pel metode de I'evaporacié del solvent descrit a I'apartat 3.3.4 representat
esquematicament a la Figura 4.54. Es esperada I'obtencié de nanoparticules amb
morfologia esférica degut a I'efecte plantilla de les nano-emulsions com esta descrit a la
literatura (Anton, 2008).

Nano-emulsié polimerica Nanoparticules polimériques
amb farmac en la fase dispersa amb farmac encapsulat

e @

Evaporacié

del solvent @ @

(acetat d'etil)

Figura 4.54. Representacié esquematica de I'obtencié de nanoparticules polimériques (nanoesferes)
amb un farmac encapsulat, a partir de nano-emulsions polimériques mitjancant I'evaporacié del
solvent.

La Figura 4.55 mostra una imatge per microscopia electronica on es confirma la
morfologia esferica de les nanoparticules polimériques. El radi promig de les
nanoparticules va ser de 257 nm, menor, com era previst, que el determinat per la
tecnica de DLS (55+1 nm) (Taula 4.33).
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Figura 4.55. Imatge de les nanoparticules polimeriques observades per microscopia electronica de
transmissié (TEM) obtingudes per evaporacio de l'acetat d'etil de les nano-emulsions en el sistema
aigua/CremophorEL/(4%PLGA en acetat d'etil), Ros=0.6 i 90% aigua.

La mida de gota de les dispersions de nanoparticules determinada per DLS va ser inferior
a la de les corresponents nano-emulsions utilitzades com a plantilla com a consequéencia
de l'evaporacié de solvent que forma la fase dispersa (Figura 4.56, Taula 4.33). Els indexs
de polidispersitat (PDI) de les nanoparticules sén similars als de les nano-emulsions. No
obstant, les imatges obtingudes per microscopia electronica mostren una distribucié de
particules homogénia. Aquest fet indicaria que possiblement les nanoparticules
s'agreguen en dispersio i en consequéncia la mida determinada per DLS proporcionaria
valors superiors als determinats de la caracteritzacié per microscopia electronica.

Era previst que la reduccié de la mida de gota de la dispersié de nanoparticules en relacié
a les nano-emulsions fos més gran al disminuir el contingut de polimer ates que la
concentracié d'acetat d’etil és més elevada. No obstant, els resultats indiquen el contrari.
Aix0 podria ser degut a que a concentracions més elevades de polimer la pressié que
exerciria el contingut de la gota seria més gran i en conseqiiéncia induiria una major
evaporacié de l'acetat d'etil.
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Figura 4.56. Radi hidrodinamic (Rh) determinat per DLS en funcié del contingut de polimer (PLGA) de
nano-emulsions amb una relacié Ros=0.6 i 90% aigua i de les dispersions de nanoparticules
obtingudes per evaporaci6 de I'acetat d'etil.

Taula 4.33. Mida de gota (Rh) i index de polidispersitat (PDI) determinat per DLS de les nano-
emulsions del sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) amb una relacié Ros=0.6 i 90%
aigua i de les dispersions de nanoparticules obtingudes per evaporacié de I'acetat d'etil.

%PLGA en Nano-emulsio Nanoparticules
acetat d’etil Rh (nm) PDI Rh (nm) PDI
0.5% 8.4 + 0.65 0.42 734 +0.13 0.35
1% 145+ 0.31 0.58 12.7 £ 0.13 0.57
2% 451 +0.72 0.55 328 £ 0.27 0.57
1% 74.1+ 1.59 0.40 55.4 + 1.02 0.40

A partir del radi hidrodinamic de les nano-emulsions, determinat experimentalment, es va
calcular el nombre de gotes de les nano-emulsions i considerant que cada gota de nano-
emulsié serveix de plantilla per a la formacié de la corresponent nanoparticula es va
determinar el radi teoric de les nanoparticules. Els resultats es mostren a la Taula 4.34. El
nombre de nanoparticules disminueix al augmentar el contingut de polimer en acetat
d'etil, no obstant, aquestes sén de mida més gran. La Figura 4.57 mostra de manera
esquematica la variacié de la mida i del nombre de particules en funcié del contingut de
polimer en acetat d'etil.
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Taula 4.34. Calculs teorics de varis parametres referents a les dispersions de nanoparticules.

%PLGA en acetat d’etil
0.5% 1% 2% 4%
Nombre de gotes / mL (NE) 8.4-10' 1.610' 5.4-10" 3.110°
Nombre de particules / mL (NP) 8.4-10' 1.6-10" 5410 3.110"
R teoric (NP) (nm) 0.88 1.91 7.49 24.35
Rh experimental (NP) (nm) 7.3 12.7 32.8 55.4
Rh experimental (NE) (nm) 8.4 14.5 451 74.4
NP_0.5%PLGA NP_1%PLGA NP_2%PLGA NP_4%PLGA
® ®
® @ @
®
s @
o @ ®
®

Figura 4.57. Representaci6é esquematica de la variacié de la mida i del nombre de nanoparticules (NP)
en funcié del contingut de polimer (PLGA).

Cal destacar que no es va observar variacié en la mida de les nanoparticules determinada
per DLS en les dispersions de nanoparticules obtingudes amb 4%PLGA en acetat d'etil,
relacié Ros=0.6 i 90% d'aigua formulades sense principi actiu (veure Taula 4.33) i amb
principi actiu (Rh=54.04+0.4 nm). Aquest resultat ja ha estat descrit per altres autors
(Zhang, 2006), (Gomez-Gaete, 2007).

4.5.4. Estabilitat de les nano-emulsions i de les dispersions de nanoparticules

Es va avaluar l'estabilitat de les nano-emulsions polimériques aixi com de les
corresponents dispersions de nanoparticules per les diferents concentracions de PLGA,
sense i amb principi actiu (DXM), en funcié del temps mitjangant la mesura de la intensitat
de llum transmessa a través de la mostra a 25+3°C segons el procediment descrit a
I'apartat 3.3.13. La Figura 4.58 mostra un exemple de grafic dels resultats obtinguts en les
mostres de nano-emulsio, dispersié de nanoparticules i dispersié de nanoparticules amb
farmac encapsulat. En aquesta figura es representa el percentatge de variacié de la
transmitancia en funcié de I'alcada de la mostra per a diferents temps de mostra. En tots
tres exemples s'observa la mateixa tendencia. Els valors de transmitancia per a cada
temps es mantenen constants en tota I'alcada de la mostra, descartant aixi fenomens de
desestabilitzacid per sedimentacié i cremat. Aixi mateix, els valors de transmitancia
augmenten lleugerament amb el temps. Aixd podria ser degut al progressiu
desplagament de les gotes d'oli cap a la part superior de la mostra, no obstant aixo, s'ha
de mencionar que aquesta variacié és com a maxim del 5% durant 24h. La zona
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delimitada per les linies discontinues fa referéncia a la mostra i es la que va ser integrada
per tal d'obtenir la variacié de la transmitancia en funcié del temps (Figura 4.59).

(@) Nano-emulsié (b) Nanoparticules
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Figura 4.58. Variaci6 de la transmitancia en funcié de I'alcada de la mostra a diferents temps de (a)

nano-emulsié amb una relacié Ros=0.6, 90% aigua, 4%PLGA en acetat d'etil, i de les corresponents
(b) nanoparticules, i (c) nanoparticules amb farmac (DXM) encapsulat. (T=25+3°C).

La Figura 4.59 mostra la transmitancia en funcié del temps. La nano-emulsio i la dispersid
de nanoparticules amb un major contingut de polimer (4%PLGA en acetat d'etil) son les
que presenten uns valors de transmitancia menors. La resta de nano-emulsions i
dispersions de nanoparticules presenten valors de transmitancia similars tot i que
s'observa un lleuger augment de la transmitancia al disminuir el contingut de polimer,
tant en les nano-emulsions com en les dispersions de nanoparticules. Aixi mateix,
independentment de la concentracié de polimer en la fase dispersa el valor de
transmitancia és manté gairebé constant amb el temps durant com a minim 24h.
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Figura 4.59. Variaci6 de la transmitancia en funcié del temps per a diferents concentracions de
polimer (PLGA) de les (a) nano-emulsions amb una relacié Ros=0.6, 90% aigua, i de les corresponents
(b) nanoparticules polimériques, i (c) nanoparticules polimeriques amb DXM. (T=25+3°C).

Com era previst I'encapsulacidé d'un principi actiu (DXM) en les nanoparticules produeix
una disminucié de la transmitancia respecte a les nanoparticules sense principi actiu
(DXM) encapsulat. No obstant, les dispersions de nanoparticules amb principi actiu
encapsulat també es mantenen practicament constants durant el temps estudiat de 24h.

4.5.5. Eficiéncia d’encapsulacié

Es va estudiar la influéncia de la concentracié de polimer (PLGA) en lI'eficiencia
d’'encapsulacié de la dexametasona en la dispersié6 de nanoparticules d'acord amb el
metode indirecte de centrifugacio-filtracio, amb quantificacié del principi actiu per HPLC,
descrit a l'apartat 3.3.6. La Taula 4.35 mostra que l'eficiéncia d'encapsulacié de la
dexametasona en les nanoparticules polimeriques és independent de la concentracié de
polimer. S'han descrit resultats semblants a la literatura en sistemes similars en el que s'ha
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utilitzat un tensioactiu semblant amb un HLB comparable (Fornaguera, 2015b). Les
elevades eficiencies d'emulsificacié s'atribueixen al metode de preparacié de les
nanoparticules. El principi actiu és incorporat en la fase oliosa abans de la formacio6 de la
nano-emulsié, d'aquesta manera quan es forma la nano-emulsié queda atrapat dins les
gotes de polimer (PLGA) i solvent (acetat d'etil). Degut a la baixa solubilitat del principi
actiu en aigua aquest roman dins la matriu polimerica després de I'evaporacié del solvent.
D’aquesta manera la majoria del principi actiu queda encapsulat en les nanoparticules.

Uns altres parametres descrits son la carrega de principi actiu “drug loading” (la quantitat
de principi actiu per quantitat de polimer) i la concentracié de principi actiu (la quantitat
de principi actiu per quantitat de dispersié de nanoparticula). La concentracié de principi
actiu va ser la mateixa en totes les dispersions de nanoparticules preparades amb la
finalitat de tenir la mateixa concentracié terapeutica en totes les formulacions i aixi poder
estimar I'efecte de la concentracié de polimer. Tenint en compte aixo era d'esperar que la
carrega de principi actiu disminuis al augmentar el contingut de polimer.

Taula 4.35. Parametres d'encapsulacié de la DXM en funcié del contingut de polimer (%PLGA) en les
nanoparticules polimeériques amb un contingut d'aigua del 90% i relacié Ros=0.6.

% Eficiencia d'encapsulacié | Carrega principi actiu Concentraci6 principi actiu
PLGA (%) (mg DXM / g PLGA) (mg DXM / g disp. NP)
0.5 89.3 + 0.82 360 0.10
88.7 + 0.04 180 0.10
90.1 + 0.43 90 0.10
88.7 £+ 0.24 45 0.10

4.5.6. Estudis d’alliberacié in vitro d'un principi actiu desde la dispersié6 de
nanoparticules a una solucié receptora

Esta documentat que les nanoparticules polimeériques formulades amb PLGA es poden
biodegradar amb el temps com a consequéncia de la hidrolisis dels enllacos esters que
doéna lloc a la formacié de productes de degradacié acids, els acids lactic i glicolic,
solubles en aigua, el que comporta una disminucié del valor de pH en la dispersié de
nanoparticules (Hussein, 2013). El fet que el polimer PLGA es degradi en acids lactic i
glicolic garanteix la facil eliminacié dels productes de degradacié del cos huma mitjancant
diferents mecanismes en els que sén metabolitzats i eliminats com a dioxid de carboni i
aigua. En el cas de I'acid glicolic també pot ser eliminat directament pels ronyons (Muthu,
2009).

Préviament als assajos d‘alliberacié es va mesurar el pH en funci6 del temps de les
dispersions de nanoparticules amb diferents concentracions de PLGA. Els resultats
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mostrats a la Taula 4.36 van confirmar la no biodegradaci6 de les particules polimériques
com a minim durant les primeres 50h. Aixi es va poder descartar un procés d'erosié de les
nanoparticules durant el periode de realitzacié de I'assaig d'alliberacio in vitro del principi
actiu.

Taula 4.36. Valors de pH de les dispersions de nanoparticules en funcié del temps.

t (hores) pH de la dispersié de nanoparticules
NP_0.5%PLGA | NP_1%PLGA | NP_2%PLGA | NP_4%PLGA
0 6.12 6.18 5.99 5.60
20 6.50 6.30 5.87 5.55
50 6.40 6.16 5.64 5.28

Un altre objectiu va ser el d’estudiar i modelitzar la difusié del principi actiu incorporat en
les dispersions de nanoparticules polimeriques del tipus O/W. Els estudis de difusié es
van realitzar utilitzant bosses de membranes de dialisi i aigua milliQ com a solucié
receptora, d'acord amb el métode descrit a I'apartat 3.3.7. Es va estudiar la difusié de la
dexametasona (DXM) durant 30h a la temperatura constant de 25°C des d'una solucid
aquosa i desde dispersions de nanoparticules de tipus O/W a diferents concentracions de
polimer (0.5%, 1%, 2% i 4% PLGA en acetat d'etil). Tots els experiments es van realitzar
seguint condicions allunyades de la saturacié (condicions “sink”). La quantificacié del
principi actiu es va realitzar segons el metode descrit a I'apartat 3.3.8.

A la Figura 4.60 es mostren les corbes d'alliberacié de la dexametasona des de la
dispersié de nanoparticules per a diferents continguts de polimer i des d'una solucié
aquosa amb el mateix contingut de principi actiu que en la dispersié de nanoparticules.
Com era esperat, els resultats d'alliberacié de la dexametasona des de les dispersions de
nanoparticules mostren un perfil de cessié menor i sostingut que el perfil de cessié
mostrat per la solucié aquosa, ja que el principi actiu ha de difondre des de l'interior de la
nanoparticula a la fase continua i posteriorment a la solucio receptora (Figura 4.61b).

Els perfils d'alliberacid del principi actiu des de la dispersié de nanoparticules semblen
indicar que a temps infinit s'assoliria I'alliberacié completa, el que significaria que no hi
hauria interaccié entre els diferents components presents. S'ha de destacar que en el cas
de la solucié aquosa no s'assoleix l'alliberacié completa (100%) de la dexametasona. Aixo
podria ser degut a la interacci6 de la DXM amb la membrana.
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Figura 4.60. Corbes d'alliberacié de la dexametasona des d'una solucié aquosa i des de les
dispersions de nanoparticules (NP) amb diferent contingut de polimer (PLGA) preparades a partir de
nano-emulsions amb una relaci6 Ros=0.6, 90% daigua i a 25°C, pel sistema
aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil). (Les linies continues sén una guia visual).

Totes les dispersions de nanoparticules assajades mostren el mateix perfil d'alliberacié, no
obstant, la dispersié de nanoparticules amb un major contingut de polimer (4%PLGA en
acetat d'etil) és la que mostra un perfil d'alliberaci6 més sostingut. S'ha de mencionar,
com s’ha comentat préviament, que la carrega de principi actiu disminueix al augmentar
el contingut de polimer (veure Taula 4.35) el que indicaria que el farmac es troba més
repartit en les nanoparticules amb un 4%PLGA que en les de 0.5%PLGA. Aixi mateix, la
mida de les nanoparticules augmenta amb el contingut de polimer, el que suggereix que
el principi actiu ha de fer un recorregut major per sortir de la nanoparticula amb el
4%PLGA que amb la de 0.5%PLGA.

La Figura 4.61 mostra esquematicament la difusié del principi actiu a través de la

membrana de dialisi quan aquest es troba en forma “lliure”, és a dir, no encapsulat, o bé
quan es troba encapsulat dins la nanoparticula polimerica.
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Figura 4.61. Representacié esquematica de la difusié del principi actiu a través de la membrana de
dialisi quan (a) el principi actiu es troba “lliure”, (b) el principi actiu es troba encapsulat dins la
nanoparticula polimeérica. (Redibuixat i modificat de (Kumaresh, 2001)).

Els percentatges d'alliberacié de la dexametasona desde la solucié aquosa i des de les
diferents dispersions de nanoparticules a 1h, 2h, 4h, 8h, 24h i 30h es mostren a la Taula
4.37. En cada un dels temps, el percentatge de principi actiu alliberat disminueix al
augmentar la concentracié de polimer de la nanoparticula.

Taula 4.37. Concentracié de dexametasona (DXM) alliberada en funcié del temps a 25°C des d'una
solucié aquosa i desde les dispersions de nanoparticules (NP_%PLGA).

th ) Concentracié de DXM alliberada (%)
ores
Solucié aquosa | NP_0.5%PLGA | NP_1%PLGA NP_2%PLGA NP_4%PLGA
1 67.7 % 15.0% 124 % 116 % 94 %
2 774 % 213 % 173 % 16.2 % 13.2%
4 87.2 % 343 % 26.5 % 254 % 209 %
8 89.2 % 493 % 427 % 383 % 328 %
24 90.4 % 789 % 734 % 68.6 % 58.5 %
30 89.5 % 82.8 % 79.0 % 729 % 63.0 %

Tenint en compte, com s'ha descrit anteriorment, que les dispersions de nanoparticules
mostren eficiencies d'encapsulacié (Taula 4.35) similars independentment de la
concentracié de polimer, els estudis d'alliberacié indicarien que el principi actiu romandria
més temps encapsulat en les nanoparticules amb un major contingut de polimer,
possiblement degut a la major carrega de principi actiu “drug loading” que tenen les
nanoparticules amb un menor contingut de polimer el que faria que el polimer no pogués
retenir tota la quantitat de principi actiu. Aquests resultats han posat de manifest que el
contingut de polimer en la dispersié de nanoparticules permet modular la difusié de la
dexametasona des de la dispersid de nanoparticules.
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- Ajust dels perfils d'alliberacié a models matematics

Amb la finalitat de coneixer el mecanisme pel qual el principi actiu s'allibera de la
dispersié de nanoparticules a la solucié receptora es van ajustar els punts experimentals
dels perfils d'alliberaci6 als models matematics de Higuchi, Baker-Lonsdale, i Korsmeyer-
Peppas (Taules 4.38-4.41, Figura 4.62). Es va provar d'ajustar a cinétiques d'Ordre Cero i
Ordre 1 pero els resultats no es mostren ja que les dades experimentals no s'ajustaven.

Tots els punts experimentals del perfil d'alliberacio s'ajusten a cada un dels models. Les

Taula 4.38-4.40 mostren les equacions obtingudes dels ajustos amb els corresponents
coeficients de determinacié ajustats (Rf,l-usmt) per tal de poder predir el model que
descriu millor el perfil d'alliberacié de la dexametasona des de la nanoparticula. S'’ha de
tenir en compte que el coeficient de determinacié (R?) tendeix a augmentar si el model
presenta més parametres (Costa, 2001). Aixi quan es comparen models matematics amb
diferents nombre de parametres és més significatiu utilitzar el coeficient de determinacio
ajustat (Rf,l-usmt) gue es calcula mitjangant la seglient expressio:

Rg.justat =1- EZ:;; (1-R?» (Equacié 4.1)

onn és el nombre de punts de la corba d'alliberacié i p és el nombre de parametres del
model. D’aquesta manera el millor model és aquell que presenta un valor més elevat del
coeficient de determinacio ajustat, R} ;ysqr -

Tots els models presenten valors de R ;54 €levats, superiors a 0.9400. No obstant, el
model d'Higuchi és el que proporciona un millor ajust en les quatre corbes d'alliberacié
del principi actiu des de les nanoparticules amb valors superiors a 0.9980. S'han descrit
resultats semblants en lalliberacié d'un principi actiu a partir de nanoparticules
polimériques preparades amb PLGA de diferents pesos moleculars (Mittal, 2007). Aixi, el
mecanisme pel qual el principi actiu s'allibera és per difusié a través de la matriu de
polimer que forma la nanoparticula. Aixi mateix el bon ajust al model de Baker-Lonsdale
indicaria que la matriu de polimer presenta forma esférica, com era esperat, tenint en
compte la utilitzacié de nano-emulsions com a plantilla per a la formacié de les
nanoparticules polimeriques.

160



RESULTATS I DISCUSSIO

Taula 4.38. Ajust del perfil d'alliberacié de la DXM de la dispersié de nanoparticules (NP: 4%PLGA) a
models matematics (R? ajustat: coeficient de determinacié ajustat).

Model matematic Equacié R? ajustat
Higuchi Q= 11.62 t'/? 0.9985
Baker-Lonsdale f =0.0033¢ 0.9967
M, 0.44
Korsmeyer-Peppas T 0.1135t™ 0.9539

Taula 4.39. Ajust del perfil d'alliberacié de la DXM de la dispersié de nanoparticules (NP: 2%PLGA) a
models matematics (R? ajustat: coeficient de determinacio ajustat).

Model matematic Equacié R?ajustat
Higuchi Q = 13.58 t1/2 0.9987
Baker-Lonsdale f=0.0049¢ 0.9963
M, 0.41
Korsmeyer-Peppas wo- 0.1416 t™ 0.9437

Taula 4.40. Ajust del perfil d'alliberacié de la DXM de la dispersié de nanoparticules (NP: 1%PLGA) a
models matematics (R? ajustat: coeficient de determinacio ajustat).

Model matematic Equacié R?ajustat
Higuchi Q = 15.02 t/? 0.9987
Baker-Lonsdale f =0.0064¢ 0.9951
M, 0.44
Korsmeyer-Peppas wo- 0.1511 ¢ 0.9561

Taula 4.41. Ajust del perfil d'alliberacié de la DXM de la dispersié de nanoparticules (NP: 0.5%PLGA)
a models matematics (R? ajustat: coeficient de determinacié ajustat).

Model matematic Equacié R? ajustat
Higuchi Q = 15.88 t/? 0.9982
Baker-Lonsdale f=0.0072¢ 0.9971
M, 0.43
Korsmeyer-Peppas woo 0.1807 t™ 0.9626
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Figura 4.62. Ajustos de les corbes dalliberacié als models matematics de (a) Higuchi, on Q és el

percentatge de principi actiu alliberat, (b) Baker-Lonsdale, on f = (3/2)[1-(1-MT/Mac)*’]-(MT/Mc0) (c)
Korsmeyer-Peppas. (Els simbols representen els punts experimentals).

A partir dels ajustos s'han determinat els parametres cinetics dels diferents models
matematics (Taules 4.42-4.44). S’ha de mencionar que en I'ajust de les corbes d'alliberacio
al model de Korsmeyer-Peppas s'ha considerat només la zona de la corba amb una
fraccid de principi actiu alliberat inferior a 0.6 per tal de determinar I'exponent difusional
n (Costa, 2001).

Els valors de n determinats presenten valors de 0.41-0.44, molt propers a 0.5, aquest
resultat confirmaria que el mecanisme de transport del principi actiu és per difusié de
Fick, és a dir, al haver-hi un gradient de concentracié del principi actiu aquest difondra de
la regié de major concentracié a la regié de menor concentracié per tal d'uniformitzar la
concentracio del princpi actiu en la soluci6 (Crank, 1975).
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Aquests resultats estan en concordanca amb resultats descrits a la literatura en els que
posen de manifest que els perfils d'alliberacié a partir de matrius polimériques de
principis actius altament lipofils, com és el cas de la dexametasona, estan principalment

influenciats pel mecanisme de difusi6 (Arifin, 2006).

Taula 4.42. Constant de dissolucié (Ku) de Higuchi en funcié del %PLGA.

Concentracié PLGA Ky (h'?)
0.5% 15.88
1% 15.02
2% 11.70
4% 11.62

Taula 4.43. Constant d'alliberacié (k) del model de Baker-Lonsdale en funcié del %PLGA.

Concentracié PLGA k(h?)
0.5% 0.0072

1% 0.0064

2% 0.0033

4% 0.0033

Taula 4.44. Exponent difusional (n) i constant cinetica (k) del model de Korsmeyer-Peppas en funcié

del %PLGA.
Concentracié PLGA n k (h™)
0.5% 042 0.1807
1% 0.44 0.1511
2% 041 0.1238
4% 0.44 0.1135

La Figura 4.63 mostra I'ajust dels perfils d'alliberacié teorics als perfils d'alliberacio

experimentals.
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Figura 4.63. Ajustos dels perfil d'alliberacié teorics als perfils d'alliberacié experimentals de la DXM
present a les dispersions de nanoparticules a una solucié receptora, en funcié del contingut de PLGA:
(@) 4% PLGA, (b) 2% PLGA, (c) 1% PLGA, (d) 0.5% PLGA. (Els simbols indiquen els resultats
experimentals).

- Estimacio6 de I'eficieéncia d’alliberacié

Un parametre important en la caracteritzacié d'un perfil d'alliberacié és I'eficiéncia de
d'alliberacié (Khan&Rhodes, 1972) ja que és una manera rapida de comparar entre perfils
d‘alliberacié d'un gran nombre de formulacions i a més és un parametre que es pot
relacionar amb dades in vivo (Khan, 1975), (Costa, 2001). Es defineix com |'area sota la
corba dalliberacié (Figura 4.64) fins a un determinat temps, t , expressat com el
percentatge de |'area descrit per una alliberacié del 100% en el mateix temps:

Oty'dt

Eficiéncia d'alliberaci6 = foyat 100% (Equacio 4.2)

Y1o00't
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Figura 4.64. Alliberacié d'un principi actiu des d'una forma farmaceéutica (Redibuixat i adaptat de
(Khan, 1975)).

Les eficiencies d'alliberacid, determinades a 2h, 4h, 8h, 24h i 30h, es van calcular
mitjancant el métode numeric d'integracioé dels trapezis (Anderson, 1998). Tal com es
mostra a la Taula 4.45 l'eficiencia d'alliberacié del principi actiu augmenta amb el

contingut de polimer.

Taula 4.45. Eficiéncies d'alliberacié de la dexametasona des de les dispersions de les nanoparticules
polimeériques determinades a partir de les corbes d‘alliberacié.

Concentracié Eficiencies d'alliberacié
PLGA 2h 4h 8h 24h 30h
0.5% 15% 22% 29% 52% 58%
1% 12% 17% 27% 48% 55%
2% 10% 14% 21% 38% 43%
1% 9% 13% 20% 37% 42%

4.5.7. Assajos de citotoxicitat in vitro de les nanoparticules polimeériques

La determinacié de la citotoxicitat de les nanoparticules es de gran interés per tal de
poder saber si son aptes per aplicacions biomediques. Existeixen diferents tipus d'assajos
per determinar la citotoxicitat (Riss, 2011), no obstant, el més ampliament utilitzat és el
meétode colorimetric MTT, que és el que es va realitzar en el present treball. Es va estudiar
la citotoxicitat in vitro de les particules polimeriques amb i sense principi actiu encapsulat
segons el métode descrit a I'apartat 3.3.9. Els assajos es van realitzar en cél-lules Hela i es
van determinar els percentatges de viabilitat cellular després de la incubacié amb
dispersions de nanoparticules amb una concentracié de PLGA de 0.03 i 0.24 mg-mL'1
(0.5% i 4% PLGA en acetat d'etil, respectivament) amb i sense farmac encapsulat. Els
resultats es mostren a la Figura 4.65 i la Taula 4.46. Les dispersions de nanoparticules
presenten una viabilitat superior al 70%. Aquests resultas estan en concordanca amb
estudis en els que han formulat nanoparticules de PLGA amb dexametasona encapsulada
en sistemes similars (Fornaguera, 2015b). No es detecten diferéncies significatives en el
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percentatge de viabilitat de les cel-lules Hela entre nanoparticules amb o sense principi
actiu encapsulat, el que indicaria que el principi actiu no presentaria efecte citotoxic. Per
tant, la citotoxicitat de les nanoparticules polimériques preparades seria deguda només al
tensioactiu utilitzat ja que la resta de components utilitzats sén biocompatibles. Una
manera de pal-liar aix0 seria rentar les nanoparticules de tensioactiu, malgrat que aixo
implicaria una etapa addicional i en conseqliéncia un major cost econdmic. Una altra
manera seria preparar les nanoparticules amb un major contingut d'aigua i una relacié
Ros més elevada per tal de reduir la quantitat de tensioactiu. Observant la regié de
formacié de les nano-emulsions per aquest sistema (Figura 4.51) aix0 es podria dur a
terme.
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0.03 mgPLGA / mL 0.24 mgPLGA / mL

Figura 4.65. Percentatge de viabilitat de les cél-lules HeLa després de la incubacié amb dispersions de
nanoparticules sense principi actiu (NP) i amb principi actiu (NP(DXM)) en funcié del contingut de
polimer (PLGA).

Taula 4.46. Percentatge de viabilitat de les cel-lules Hela en les dispersions de nanoparticules sense
principi actiu (NP) i amb principi actiu (NP(DXM)) en funci6 del contingut de polimer.

Mostra 0.03 mgPLGA / mL 0.24 mgPLGA / mL
NP 72.0 £ 3.10 86.1 + 9.50
NP (DXM) 80.2 + 4.28 81.6 +12.42
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Conclusions d’aquest apartat

- Es van formar nano-emulsions polimeriques amb inversié de fase (comfirmada per
l'estudi del comportament fasic) per addicié d'aigua a temperatura constant (métode
PIC) amb el sistema aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) amb diferents
continguts de polimer PLGA en acetat d'etil.

- La regié de formacié de les nano-emulsions augmenta lleugerament amb el
contingut de polimer en acetat d'etil La mida de gota també augmenta amb el
contingut de polimer.

- Es van formar nanopatrticules polimeriques amb diferents concentracions de polimer,
sense i amb principi actiu encapsulat utilitzant nano-emulsions com a plantilla.

- La transparencia de les nano-emulsions i de les dispersions de nanoparticules amb i
sense farmac disminueix al augmentar el contingut de polimer.

- La mida de les nanoparticules polimériques sense principi actiu augmenta amb el
contingut de polimer.

- EL nombre de particules per mL de dispersié disminueix al augmentar el contingut
de polimer.

- El percentatge d'encapsulacié no varia amb el contingut de polimer.

- L'alliberacié del farmac a partir de les dispersions de nanoparticules és més sostingut
que a partir de la solucié aquosa, i leficiencia d'alliberacié del principi actiu
disminueix al augmentar el contingut de polimer.

- El mecanisme pel qual el farmac s’allibera de la nanoparticula es per difusié de Fick.

- La citotoxicitat de les nanoparticules amb i sense farmac és deguda al tensioactiu. Es
podria disminuir la concentracié de tensioactiu augmentant la relacié Ros.

Aquest treball d'investigacié mostra per primera vegada ['efecte del contingut del polimer
(PLGA) en la formacié i de nano-emulsions polimeriques i en dispersions de nanoparticules
obtingudes emprant les nano-emulsions com a plantilla. Els resultats obtinguts d'alliberacié
[ citotoxicitat juntament amb la mida indiquen que aquestes nanoparticules polimeriques
podrien ser d'interes per aplicacions biomediques.
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CONCLUSIONS

En la present tesi s’ha estudiat la formacié de nano-emulsions O/W en sistemes
aigua/tensioactiu no idnic/component oliés per métodes de baixa energia a temperatura
constant. Aixi mateix s'ha estudiat la formacié de nanoparticules polimeriques utilitzant
nano-emulsions com a plantilla. Els resultats obtinguts han permés arribar a les seglents
conclusions:

Comportament fasic de sistemes aigua/tensioactiu/component oliés i
caracteritzacio de fases de microemulsié

- Les temperatures d'inversi6 de fases calculades a partir dels coeficients de
difusié en funcié de la temperatura mitjancant la técnica de Ressonancia
Magneética Nuclear (DOSY 1H NMR) han estat similars a les calculades a partir
dels perfils del conductivitat en funcié de la temperatura.

- L'estudi del comportament fasic ha permeés detectar fases de microemulsié O/W
properes pero lleugerament inferiors a les temperatures d'inversié de fases en el
sistema aigua/Brij30/hexadeca per a relacions oli-aigua (Row=0.2) i per a
relacions oli-tensioactiu (Ros=0.63-0.70). En aquest sistema s'han identificat
microemulsions isotropes i birefringents al moviment.

- La caracteritzaci6 d'aquestes microemulsions per la técnica de Ressonancia
Magneética Nuclear (DOSY 1H NMR) i per la tecnica de dispersié dinamica i
estatica de la llum laser (DLS i SLS) no han permeés detectar diferéncies en els
coeficients de difusié, mides i formes de les gotes entre microemulsions
isotropes i les birefringents al moviment.

- La caracteritzacié de les microemulsions per la técnica de dispersié estatica de
llum laser (SLS) han evidenciat geometria esférica de les gotes de microemulsié.

Formacié de nano-emulsions per addicié d’'un segon tensioactiu a microemulsions
o/W

- S'han format nano-emulsions O/W sense inversi6 de fases a temperatura
constant per un procediment descrit per primera vegada que consisteix en
I'addicié d'un segon tensioactiu més hidrofil que indueix un augment de la
curvatura del film interficial que forma les gotes de microemulsié el que provoca
una desestabilitzacié del sistema i en consequéncia la formacié de nano-
emulsions.

- Les nano-emulsions s’han preparat amb I'addicié6 minima del segon tensioactiu i
amb varis tipus de tensioactius. En el sistema aigua/Brij30/hexadeca |'addicié de
1-3% de tensioactiu a microemulsions O/W amb un 85% d'aigua a 24°C ha
permeés formar nano-emulsions amb un de radi hidrodinamic de 20 nm.
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Les mides de gota de les nano-emulsions obtingudes han estat semblants a les
mides de gota de les microemulsions inicials, excepte amb l|'addici6 del
tensioactiu pur C12Es en que les mides de gota han estat menors.

Els indexs de polidispersitat de les nano-emulsions obtingudes han estat
inferiors que el de la microemulsié inicial, excepte amb I'addici6é del tensioactiu
ionic SDS probablement degut a interaccio entre les gotes.

Formacié de nano-emulsions per addicié d’aigua

L'estudi de la formacié de nano-emulsions O/W en sistemes aigua/tensioactiu
no ionic/component olidés per addicié d'aigua a mescles binaries i ternaries ha
permés identificar les fases que determinen les propietats i caracteristiques de
les nano-emulsions.

En sistemes amb tensioactius no ionics etoxilats/propioxietilenats i component
oliosos no polars (esquala, parafina liquida) i semi polars (miristat d'isopropil)
s'han format nano-emulsions O/W amb un contingut d'aigua superior al 85%,
per a relacions Ros en el rang 0.3-0.7 a la temperatura de 25°C amb uns valors
de radi hidrodinamic de 25-40nm.

En aquests sistemes el métode optim per obtenir les nano-emulsions ha estat
I'addicié d'aigua en una Unica addicié. Les nano-emulsions d'aquests sistemes es
desestabilitzen en minuts i el fenomen de desestabilitzacié predominant és per
maduracié d'Ostwald.

Per a la formacié de nano-emulsions és necessari que durant I'emulsificacié es
formin fases de microemulsié directa /inversa i/o fases de cristall liquid laminar.
S'ha posat de manifest que la formacié de nano-emulsions O/W per addicid
d'aigua es produeix mitjancant tres possibles mecanismes: a) Inversié de fase
seguit de dilucié de microemulsié O/W, b) Inversié de fase, c) Dilucid de
microemulsié O/W.

Formacié de nano-emulsions polimériques
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S'han obtingut nano-emulsions polimériques en el sistema
aigua/CremophorEL/(PLGA en acetat d'etil) amb un contingut d'aigua des del
45% fins a concentracions superiors al 90% i en un ampli rang de relacions oli-
tensioactiu (Ros=0.2-0.8) en funcié del contingut de polimer.

Les nano-emulsions s’han format per adicié d'aigua a composicions binaries
tensioactiu/component olids i s'ha comprovat que el mecanisme de formacié es
per inversié de fases (PIC)

Les nano-emulsions obtingudes presenten uns valors de radi hidrodinamic en el
rang de 7-75 nm i amb uns indexs de polidispersitat de 0.3-0.6, per relacions oli-
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tensioactiu (Ros=0.55-0.70).

- La regidé de formacié de les nano-emulsions augmenta lleugerament amb el
contingut de polimer en acetat d'etil. La mida de gota també augmenta amb el
contingut de polimer.

Formacié de nanoparticules polimériques utilitzant nano-emulsions com a plantilla

- S'han preparat nanoparticules polimériques sense i amb principi actiu encapsulat
utilitzant nano-emulsions O/W com a plantilla mitjancant el meétode de
I'evaporaci6 de solvent a la temperatura de 25°C

- El radi hidrodinamic de les dispersions de nanoparticules polimeriques sense
principi actiu encapsulat augmenta amb el contingut de polimer i es troba en el
rang de 7-55nm.

- L'encapsulacié del principi actiu produeix una disminucié de la transparéncia de
les dispersions de nanoparticules perd no modifica la mida de les nanoparticules.

- Els percentatges d'encapsulacié del principi actiu és elevat, al voltant del 90%, i
no varia amb el contingut de polimer.

- Lalliberacié del principi actiu de les dispersions de nanoparticules a una solucié
receptora a la temperatura de 25°C és més sostinguda que a partir de la solucio
aquosa, i l'eficiencia d'alliberacié del principi actiu és més lenta al augmentar la
concentracié de polimer.

- L'ajust dels perfils d'alliberacié a tres models matematics (Higuchi, Baker-
Lonsdale, Korsmeyer-Peppas) ha permeés confirmar que el mecanisme pel qual el
principi actiu s'allibera de la dispersié de nanoparticules és per difusié de Fick.

- Les dispersions de nanoparticules amb una concentracié de PLGA de 0.03 i 0.24
mg-mL'1 (0.5% i 4% PLGA en acetat d'etil, respectivament) presenten una
viabilitat superior al 70%.

- Les nanoparticules polimériques formulades amb un polimer biocompatible i
biodegradable i amb un solvent de baixa toxicitat preparades a partir de nano-
emulsions poden ser d'interés per aplicacions biomediques.
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GLOSSARI

Abreviacions

ACN
BPPSTE
C12E5
CL

D;0

DLS

DMEM
DMSO
DOSY
DXM
E.E.
FBS
HLB

HPLC

INCI
MI
MTT
MWCO
NADH
Nuie
NP
PDI

PFGSE

PIC

PL

Acetonitril

“Bipolar pulse pair stimulated echo”
Penta etilenglicol mono-n-dodecil éter
Cristall liquid

Aigua deuterada

Dispersio dinamica de la llum laser “dynamic light-
scattering”
Medi de cultiu Eagle modificat de Dulbecco

Dimetil sulfoxid

“Diffusion Ordered Spectroscopy”
Dexametasona

Eficiencia d'encapsulacio

Suero fetal bovi

Balang hidrofil-lipofil del tensioactiu

Cromatograf de liquids d'alta resolucié
“High-performance liquid cromatography”
Nomenclatura internacional d'ingredients cosmeétics

Miristat d‘isopropil

bromur de 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-il)-2,5-difiniltetrazoli
Pes molecular limit “molecular weight cut-off”
Nicotinamida adenina dinucleotid

Nombre del balang hidrofil-lipofil

Nanoparticula o dispersié de nanoparticules

index de polidispersitat

Sequéncia de pulsos eco d'espi amb gradients
“Pulsed-field gradient spin-echo”

Inversi6 de fases per canvi de composicié “Phase Inversion
Composition”

Parafina liquida
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GLOSSARI

PLGA

Rn
RMN
Ros
Row
S.I

SAXS

SDS
SLS

sQ

Acid (Poli(D,L-lactic-co-glicdlic)
Radi

Radi de gir

Radi hidrodinamic

Ressonancia Magnetica Nuclear
Relaci6 oli/tensioactiu

Relacio oli/aigua

Sistema Internacional

Dispersio de raigs-X a angles petits
“Small angle X-ray scattering”
Dodecil Sulfat de Sodi

Dispersio estatica de la llum laser
“static light-scattering”
Esquala

Unitats

Simbols romans

(D/Do)o
(D/Do)w
Dzigua
poti

'H

Bo

192

Coeficient de difusio relatiu de I'oli
Coeficient de difusio relatiu de I'aigua
Coeficient de difusié de I'aigua pura
Coeficient de difusid de I'oli pur
Espectre de proté en RMN

Camp magnétic

Coeficient de difusié

Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial
de la pel-licula interficial del tensioactiu cap a I'oli

Fase liquida birrefringent al moviment amb curvatura preferencial
de la pel-licula interficial del tensioactiu cap a l'aigua

Fase liquida isotropa de solucions micel-lars o microemullsions
d'estructura O/W

Fase liquida isotropa i transparent de solucions micel-lars o
microemulsions d'estructura W/O



GLOSSARI

Do

Dw

He-Ne

Io, IG

ks
Ku
Kn

La

NHis

NP
NP(DXM)
o

o/wW

P(q)

Coeficient de difusié de I'oli a la mostra
Coeficient de difusid de I'aigua a la mostra

Oxid d'etilé

Gradient

hores

Heli-Ned

Intensitat de llum dispersada

Intensitat de la senyal en RMN

Graus Kelvin

Constant d‘alliberacié del model Baker-Lonsdale
Constant de Boltzmann

Constant de dissolucié d'Higuchi

Cumulants

Cristall liquid laminar

Multifasic

Quantitat de principi actiu alliberat a temps infinit
Massa del component A

Massa del component B

Multifasic amb preséncia de cristall liquid
Quantitat de principi actiu alliberat un temps t determinat
fndex de refraccié del medi

Exponent difusional del model de Korsmeyer-Peppas
Nombre HLB del tensioactiu

Dispersié de Nanoparticules

Nanoparticules amb Dexametasona encapsulada
Oli

Estructura oli-aigua

Factor de forma
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GLOSSARI

Pt

R(0)
Rade
Rab

This

w/o

Plati

Vector de llum de dispersié
Percentatge de principi actiu alliberat
Rayleigh ratio

Coeficient de determinacié ajustat
Fraccié massica

Tensioactiu

segons

Factor d'estructura

Temps

Temperatura

Temperatura d'inversi6 de fases
Aigua

Estructura aigua-oli

Simbols grecs

OR
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Temps de retard “Lag time”

Velocitat de caiguda de la funci6 d'autocorrelacié del camp
eléctric "Decay rate”
Longitud d’'ona

Angle de dispersié de la llum incident
Viscositat

Duracié dels gradients en RMN
Separacié entre els gradients en RMN
Constant de radi giromagnetic

Varianga promig






