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Formulacion y estabilidad de emulsiones para encapsulacion
de biocompuestos

Maria Matos, Susana Luque y Gemma Gutiérrez

Resumen: La encapsulacion de biocompuestos ha tenido un interés creciente en la industria alimentaria, con el fin de obtener
alimentos funcionales enriquecidos (probiéticos, vitaminas), asi como en las industrias farmacéutica y cosmética, para la liberacion
controlada de farmacos, como son los antioxidantes. Se han desarrollado distintas técnicas de encapsulacion lo que permite pro-
teger el principio activo de su degradacion, controlar su liberacion con el tiempo y/o enmascarar el olor o sabor del compuesto
encapsulado. En este trabajo se hace una revision de encapsulacién de principios activos utilizando distintos tipos de emulsiones.
Las emulsiones han sido utilizadas satisfactoriamente para encapsular compuestos bioactivos, su preparacion y caracterizacion y
algunos ejemplos de sus principales aplicaciones se describen en el presente trabajo.
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Abstract: The encapsulation of bioactive compounds is of growing interest in the food industry, in order to develop functional foods,
particularly probiotics, vitamins, fatty acids, etc, as well as in the pharmaceutical and cosmetic industries, for the controlled delivery
of drugs, such as antioxidants. Several encapsulation techniques have been developed that allow to protect the active principle from
degradation, to control its release over time and / or to mask the odor or taste of the bioactive ingredient. In this work, a review of
encapsulation using different types of emulsions is reported. Emulsions have been successfully used to encapsulate bioactive com-
pounds, their preparation and characterization is described and some examples of their main applications are presented.
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INTRODUCCION

|_a encapsulacion de biocompuestos tales como probio-
ticos, minerales, vitaminas, acidos grasos, luteina y anti-
oxidantes se ha realizado desde hace algin tiempo en
la industria alimentaria con el fin de obtener alimentos
funcionales. Del mismo modo, han tenido aplicaciones
en las industrias farmacéutica y cosmética.
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La técnica de encapsulacion permite proteger el
principio activo de su degradaciéon (oxidacion, hidroli-
sis), controlar su liberaciéon en un cierto tiempo o en un
punto determinado y enmascarar el olor o sabor del com-
puesto principal.

Una técnica de encapsulacion muy empleada es me-
diante emulsificaciéon. Una emulsion se define como un
sistema heterogéneo, consistente en al menos un liquido,
denominado fase interna o discontinua, disperso en forma
de gotas en otro, conocido como fase externa o continua,
inmiscible con el primero.™

Las emulsiones, aunque termodinamicamente inesta-
bles, pueden presentar cierta estabilidad en el tiempo,
dependiendo de sus componentes. Para lograr la estabi-
lidad de las gotas de fase dispersa en la fase continua,
evitando su coalescencia, se utilizan agentes estabilizan-
tes o emulsionantes, que se sitian en la interfase entre
la superficie de las gotas y la fase continua. La seleccién
del estabilizante depende, tanto de la aplicacion del pro-
ducto en emulsién obtenido, como de la técnica seguida
para su preparacion. Los estabilizantes mas frecuentes
son los tensioactivos, aunque también hay emulsiones es-
tabilizadas por solidos o proteinas.
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Las emulsiones se utilizan en industrias muy diver-
sas, entre las que destacan la alimentaria, farmacéutica,
cosmética y metaldrgica; en esta ultima principalmente
como fluidos de mecanizado con caracteristicas lubrican-
tes y refrigerantes.

Los productos en emulsién son muy frecuentes y pue-
den utilizarse para encapsular compuestos con propieda-
des beneficiosas para la salud. Como ejemplos de com-
puestos susceptibles de encapsulaciéon en emulsiones se
encuentran: polifenoles,®***! luteina!®” o vitaminas.®
La encapsulacion permite, que estos compuestos conser-
ven mejor sus propiedades a lo largo del tiempo y que
puedan ser liberados de forma controlada. Para encapsu-
lar un compuesto o principio activo, se requiere su diso-
lucion en la que sera la fase interna, que posteriormente
se dispersa en la fase externa. Dependiendo de la natu-
raleza del compuesto de interés se encapsulara en la fase
acuosa (W) o aceitosa (O) en alguno de los diferentes
tipos de emulsiones: [simples (O/W), dobles (W/O/W),
multiples (M-O/W), con particulas solidas (SPL-O/W),
proteinas, etc.].

En este trabajo se hace una revision de los tipos de
emulsiones que se han empleado para encapsular com-
puestos bioactivos, su preparaciéon y caracterizacion y
algunos ejemplos de sus aplicaciones en las industrias ali-
mentaria, médica/farmacéutica y cosmética.

TIPOS DE EMULSIONES

Las emulsiones pueden clasificarse atendiendo a distin-
tos parametros como pueden ser la naturaleza del estabi-
lizante y la estructura del sistema. En el presente trabajo
se hara de acuerdo con: el tipo de estabilizante empleado
y la disposicion de las gotas y concentracion de la fase
interna.

Segun el tipo de estabilizante empleado

Atendiendo a la naturaleza del agente que se sitia en
la interfase para estabilizar la emulsion se pueden distin-
guir tres grandes grupos.

1. Emulsiones estabilizadas con tensioactivos

Es el tipo mds habitual. Los tensioactivos son com-
puestos de naturaleza anfifila, estando formados por una
parte hidroéfila y otra hidrofoba. Esta doble afinidad les
permite situarse en la interfase, reduciendo asi la tensién
superficial y aumentando por tanto la estabilidad de la
emulsion.

Debido a su doble afinidad la parte hidréfila es atrai-
da hacia la fase acuosa, mientras que la parte lipofila es
atraida hacia la fase aceitosa. En la Figura 1 se indica es-
quematicamente la forma en la que se ubican y orientan
las moléculas de tensioactivo en la interfase O/W. Este fe-
némeno, denominado adsorcion, provoca la disminucion
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Figura1. Orientacion de las moléculas de tensioactivo en la superficie
de una gota de aceite en una emulsién O/W y en una emulsion W/0

Aceite

de la tension interfacial entre el agua y el aceite, lo que
aumenta la estabilidad de la emulsion.

Con el objetivo de facilitar el proceso de seleccion del
tensioactivo, Griffin propuso en 1949 el balance hidréfi-
lo-lipofilo (escala HLB) como una medida de la afinidad
relativa del tensioactivo por las fases agua y aceite. "

El HLB es un parametro adimensional, comprendido
entre 1y 20, que permite prever el comportamiento que
tendra el tensioactivo y, por tanto, la emulsion resultante.

Para formular una emulsién del tipo O/W, se utiliza
un tensioactivo que sea soluble en agua (hidrofilo), es de-
cir de elevado valor HLB, mientras que para formular una
emulsion agua en aceite (W/O) se usa un tensioactivo so-
luble en aceite (hidréfobo), es decir, de bajo valor HLB.

Como se puede apreciar, el valor HLB es un indica-
dor de las caracteristicas emulsionantes, pero no de la
eficacia de un tensioactivo. La escala HLB clasifica a los
tensioactivos seguin su estructura quimica, facilitando su
comparacion con la estructura quimica de lo que se de-
sea emulsionar.

2. Emulsiones estabilizadas con particulas solidas

Se denominan emulsiones Pickering y se caracteri-
zan por estar estabilizadas con particulas mediante su
adsorcion en la interfase de las dos fases inmiscibles. Su
nombre se debe a S. U. Pickering,"® quien describi6 el
fenémeno en 1907, aunque el hecho fue documentado
por primera vez por Walter Ramsden en 1903.

Tienen cada vez mds interés por sus caracteristicas
y gran potencial tecnolégico ya que muestran una gran
estabilidad, aunque suelen ser emulsiones de mayor ta-
mano gota que las estabilizadas con tensioactivos. Esta
estabilidad deriva de la mojabilidad parcial de las parti-
culas en ambas fases, lo que produce su espontdnea acu-
mulacién en la interfase.!'"

Las emulsiones estabilizadas con particulas so6lidas
tienen alguna semejanza con las estabilizadas mediante
tensioactivos aunque difieren en su comportamiento.
Por ejemplo, los tensioactivos tienen una gran capacidad
para formar micelas mientras que las particulas s6lidas no
poseen esta caracteristica. Alin asi, poseen una mayor es-
tabilidad en relacion con la coalescencia y la maduracion
de Ostwald."®! La razén de su mayor estabilidad se debe
a que las particulas impiden la interaccion interfacial por
exclusion de volumen, es decir, las particulas crean una
barrera fisica impidiendo el contacto entre gotas.

Finkle!® e al. describieron en 1923 por vez primera la
correlacion entre mojabilidad de particulas y su habilidad
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Emulsiones fase externa agua Emulsiones fase externa agua

Figura 2. Angulo de contacto de una particula sélida en la interfase agua/aceite

para estabilizar emulsiones. Este hecho dio lugar a “La
regla de Finkle” la cual enuncia que: “dependiendo del
angulo de contacto en la interfase aceite-particula-agua,
se favorecera un sistema de gotas de aceite en agua, o un
sistema de gotas de agua en aceite”. El angulo de contac-
to equivaldria al HLB en los tensioativos.!'™™ En funcién
del valor del angulo de contacto (°) en la interfase acei-
te-agua, Figura 2, seran apropiadas para la formacion de
emulsiones aceite-en-agua (O/W) (si § < 90°) o agua-en-
aceite (W/O) (si 6>90°).

Esto implica que las emulsiones Pickering al igual que
otros sistemas de emulsiones, pueden invertir su fase in-
terna.'” Si el dangulo de contacto determinado en la fase
acuosa es menor de 90° se trata de una emulsion O/W.
Por el contrario, un angulo mayor de 90° dara lugar a
una emulsion W/O.18]

Con el fin de lograr un apropiado grado de recubri-
miento de las gotas de fase dispersa, el tamano de la par-
ticula estabilizante debe ser considerablemente menor
que el de la gota de fase dispersa. Como regla general se
indica que es necesaria al menos una relacion de 1:10.1%
Sin embargo, hay que tener en cuanta lo soluble que se
la particula utilizada en la fase continua, ya que parte de
dicha particula puede encontrarse simplemente suspen-
dida en la fase dispersa. Teniendo en cuenta este ultimo
factor otros autores indican que la relacién entre las ma-
sas de fase dispersa y particulas determina el didmetro
final de la gota de fase dispersa (D,):!""

dispersa
D)= —— [1]
Pt & My ieuta
donde M, 'y M, . son larelacion entre las masas de
i ispersa pmnculg . .
fase dispersa y de particulas estabilizantes respectivamen-

te, a es el area de fase dispersa cubierta.
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Las particulas de silice®®”? y de latex™" fueron las mds
utilizadas en un inicio debido a su parcial afinidad por
ambas fases. Sin embargo su limitada aplicabilidad pro-
movi6 la busqueda de particulas solidas alternativas de
mayor biocompatibilidad como son las particulas de al-
midon,?>%! celulosa.

Aunque en la mayoria de casos las particulas s6lidas
utilizadas como estabilizante tiene forma cercana a la es-
fericidad hay estudios que indican que el uso de otras
geometrias como cubos o filamentos pueden mejorar la
estabilidad debido al mejor empaquetamiento en la in-
terfase y el menor volumen de particula s6lida necesaria
para cubrir toda el drea creada en la interfase.!***!

3. Emulsiones estabilizadas con proteinas

Son muy frecuentes en la industria alimentaria, ya que
alimentos de consumo habitual, como leche, mayonesa,
salsas para ensalada, etc., son emulsiones.

Las proteinas son un componente mas de estos ali-
mentos, que les confiere la estabilidad necesaria. Las
proteinas forman una barrera protectora alrededor de las
gotas de fase dispersa, lo que impide su coalescencia. El
tipo de emulsion que se formara (O/W o W/O vendra
determinado por el grado de afinidad de la proteina en
ambas fases, favoreciendo que el medio donde la proteina
sea mas soluble actie como fase externa.

Se pueden encontrar dos tipos principales de protei-
nas como estabilizantes, aquellas que se encuentran hi-
drolizadas formando una particula sélida, y por tanto su
comportamiento es similar al de las particulas responsa-
bles de la formulacién de emulsiones Pickering.!*®

Con frecuencia las proteinas se utilizan como coesta-
bilizantes pudiendo ofrecer asi un mayor grado de estabi-
lidad a las emulsiones formuladas con otros estabilizantes
como pueden ser tensioactivos o particulas, ya que pue-
den cubrir areas parcialmente descubiertas por el empa-
quetamiento de particulas o enlazarse entre las cadenas
hidrocarbonadas de los tensioctivos ofreciendo una ma-
yor grado de estabilidad estérica.*”

La Figura 3 muestra esquematicamente una emulsion
estabilizada con proteinas y otros dos en las que las pro-
teinas actian de coestabilizantes.

SO BE B
ﬁfﬁ w 2 ”:'}i;}

Emulsion O/W Emulsion 0/W Emulsion 0/W
estabilizada con proteinas estabilizada con proteinas estabilizada con proteinas
y tensoactivos y particulas

Figura 3. Emulsiones estabilizadas y coestabilizadas con proteinas
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Segun la disposicion de gotas

Segun la disposicion de las gotas de fase interna se
pueden considerar dos grandes tipos de emulsiones.

1. Emulsiones simples

Las mas habituales son de aceite en agua (O/W).
También es habitual encontrar emulsiones agua en acei-
te (W/O). Ambos tipos se representan en la Figura 4.

Emulsién 0/W Emulsién W/0

Figura 4. Representacion esquematica de las emulsiones simples

2. Emulsiones dobles

Las emulsiones dobles tienen la particularidad de
que la fase interna es a su vez una emulsion.!™ Las for-
mulaciones mas habituales son agua en aceite en agua
(W,/O/W,) o aceite en agua en aceite (O,/W/0O,). En
la Figura 5 se indica una representacion esquematica de
ambos tipos.

Puesto que estas emulsiones consisten en gotas dis-
persas en gotas dispersas en una fase continua, son ne-
cesarios dos tipos de tensioactivo que se sitien en cada
una de las interfases para estabilizar el sistema, uno pre-
dominantemente hidroéfilo y otro predominantemente
hidréfobo. 293

Aceite Agua
Agua Aceite

ﬁ ﬁ

Agua Aceite

Emulsion W,/0/W, Emulsion 0,/W/0,

Figura 5. Representacion esquematica de las emulsiones dobles
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Uno de los factores mds importantes para la es-
tabilidad de la emulsion doble es la estabilidad de la
emulsion simple que actia como fase dispersa. Esta es-
tabilidad depende a su vez del tamano de gota y de la
afinidad del agente estabilizante por las dos fases.?!%
A su vez, la proporcion de fase interna-fase externa de
la emulsion simple afecta a la estabilidad de la emulsion
doble, trabajandose por estos motivos con un 20-30% de
fase dispersa en volumen.P?#3:3637 Un aumento de la
cantidad de fase dispersa en la emulsion simple puede
causar la coalescencia de gotas y su posterior migracion
a la fase externa, aunque también aumenta la cantidad
de principio activo que se puede encapsular. Por este
motivo en el presente trabajo se aumentara esta propor-
cion hasta el 40%.

Segun el tamafio de las gotas

Segun el tamano de las gotas que constituyen la fase
interna se pueden distinguir tres grandes grupos de
emulsiones.

1. Macroemulsiones

Son sistemas coloidales que contiene gotas dispersas,
normalmente de tamano comprendido entre 1 y 100
mm (en algunos casos especiales se puede ampliar al in-
tervalo 0.5-500 pm).

2. Nanoemulsiones

Son sistemas translicidos que contienen gotas muy
pequenas de fase dispersa en una fase continua y cuya
formulacion corresponde a un sistema polifasico. Estos
sistemas, con gotas del orden de 10 nm, estan estabiliza-
dos por el término entrépico de la energia libre, pero se
deben considerar como emulsiones.

3. Microemulsiones

A pesar de su denominacion, es incorrecto conside-
rarlas un tipo de emulsion, ya que sus propiedades son
totalmente distintas. Asi, por ejemplo, mientras las ma-
croemulsiones son termodinamicamente inestables, las
microemulsiones son estables. Se caracterizan por un
tamano de gota de menos de 0.1 mm, y tienen un aspec-
to translucido. La composicion de las mismas es agua,
aceite y tensioactivo (estabilizante) como en las macroe-
mulsiones, aunque en este caso la cantidad necesaria de
estabilizante es mucho mayor®”*¥ (alrededor del 20%).
Las microemulsiones pueden visualizarse como sistemas
complejos de elevada area interfacial entre microestruc-
turas de agua y aceite. Es justamente la elevada area in-
terfacial lo que hace que el tensioactivo pueda disponer
de un medio adecuado para satisfacer su doble afinidad
y dar lugar a un sistema con energia libre inferior a la de
las fases por separado.
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En funcion de la concentracion de fase interna
Pueden ser de tres tipos.

1. Emulsiones concentradas.

Son un tipo especial de emulsion con la particulari-
dad de que al menos un 74% del volumen total debe es-
tar ocupado por la fase interna. Este 74% es el denomina-
do volumen critico de Ostwald y estima que la emulsién
estaria formada por gotas totalmente empaquetadas a
partir de esta concentracién.™ A partir de esta concen-
tracion, ademas, las gotas pierden su esfericidad debido
al empaquetamiento, como se muestra en la Figura 6.

Este tipo de emulsion es ampliamente utilizado en la
industria cosmética en forma para la elaboracién de cre-
mas o geles.

La preparacion de emulsiones concentradas requie-
re una especial atencion en la seleccion tanto de los os
estabilizantes como del mecanismo de preparacion, ya
que son emulsiones susceptibles a sufrir inversion de fa-
ses (transformarse del tipo O/W a W/O o viceversa) con
facilidad.

Pelicula de agua

Figura 6. Representacion esquematica de una emulsion concentrada

2. Emulsiones diluidas y semicontradas

Se consideran emulsiones diluidas aquella cuyo con-
tenido en fase dispersa estd por debajo del 20% del vo-
lumen.

La preparaciéon de emulsiones diluidas no presentan
las dificultades que presenta las emulsiones concentra-
das, ya que el contenido en fase dispersa en menor que
de fase externa.

Las emulsiones semiconcentradas son las que presen-
tan entre el 20 y el 74% del volumen de fase interna. La
preparacion de las mismas no es tan compleja como en el
caso de las concentradas ya que no se supera el nimero
critico de Oswald, aunque si requiere cierta atencion so-
bre la posible inversién de la emulsion, especialmente en
los casos que se supera el 50% del volumen.
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METODOS DE PREPARACION

Hay diversos métodos de preparacion de emulsiones.
Los métodos convencionales son la agitacion mecdnica
o la homogeneizacion alta presion, aunque también se
pueden preparar mediante el uso de molinos coloidales
o mediante técnicas mds novedosas que permiten con-
trolar el tamano de gota como es la emulsificaciéon con
membranas o el uso de microcanales de flujo focaliza-
do.0414241 T 05 métodos de preparacion de emulsiones
mas habituales se explican a continuacion:

Homogenizadores de alta presion

Se emplean para producir emulsiones a partir de
dispersiones de gotas grandes, de forma que no solo se
disminuye su tamano, sino que se alcanza una elevada
uniformidad y una mayor estabilidad."*# La dispersion se
comprime al pasar por una secciéon de area reducida. El
paso por el estrechamiento provoca un aumento de la
velocidad del fluido y un elevado esfuerzo de cizalla, que
permite disminuir el tamano de gota de la fase dispersa.

Es importante senalar que en los homogeneizadores
el grado de disipacion de energia es muy elevado lo que
hace que la preparaciéon de emulsiones mediante este
tipo de dispositivos conlleve un importante consumo
energético que repercute en los costes.

Los homogeneizadores se utilizan para preparar
emulsiones con una viscosidad no muy elevada y para
emulsiones técnicas en la industria alimentaria, lactea y
fitosanitaria.

Ultrasonidos

Es un método mas sofisticado para la preparacion
de emulsiones. Los ultrasonidos son ondas cuya fre-
cuencia se encuentra por encima del umbral de audi-
cion (15-20 kHz) y, por tanto, no son perceptibles por
el oido humano. En los equipos de emulsificacion por
ultrasonidos, se emplean frecuencias comprendidas en-
tre 40 y 100 kHz.

En estos dispositivos se pone en contacto una dis-
persion de gotas gruesas con un material que presente
comportamiento piezoeléctrico o de magnetostriccion,
es decir, que experimente una deformacion, como con-
secuencia de la aplicaciéon de un campo eléctrico (efec-
to piezoeléctrico) o magnético (magnetostriccion). La
emulsificacion por ultrasonidos mediante efecto pie-
zoeléctrico esta mas extendida, ya que la basada en mag-
netostriccion es menos ventajosa desde el punto de vista
técnico y econémico.
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Al igual que los homogeneizadores los dispositivos
de emulsificacion por ultrasonidos permiten reducir el
tamano de las gotas de las dispersiones gruesas. Esto se
consigue inyectando la dispersion a través de una bo-
quilla, para posteriormente entrar en contacto con el
cristal en resonancia, que genera ondas ultrasonicas
que provocan una inestabilidad en las gotas. Esta ines-
tabilidad depende de la amplitud de la onda y hace que
se formen gotas de didmetro igual a una fraccion de la
longitud de onda.

Agitacion mecanica

La agitacién mecdnica es el método mads simple para
preparar emulsiones. Generalmente se realiza en un re-
cipiente, en donde se hace girar un rodete conectado a
un motor. La forma de dicho rodete da lugar a un de-
terminado patron de flujo del liquido en el interior del
recipiente, que en la industria se suele aprovechar para
mezclar liquidos miscibles o poner en suspension solidos
en un liquido.

Sin embargo, cuando dos liquidos son inmiscibles y
de diferente densidad, ambos se encuentran separados
por una interfase. Esta interfase se ve sometida a cierta
inestabilidad, provocada por las corrientes que se gene-
ran al poner el motor en marcha y empezar a girar el
rodete. La dispersion de un liquido en otro se produce
de manera gradual. En primer lugar, se forman perturba-
ciones cilindricas de la fase dispersa, que penetran en la
capa de fase continua y que con el tiempo crecen hasta
formar hilos finos, lo que provoca que los globulos se di-
vidan en gotas pequenas

Debido a esta serie de fenémenos, se genera una dis-
persion cuyas caracteristicas dependeran de la naturaleza
de ambos liquidos y de las condiciones hidrodinamicas.

La fuerza centrifuga provocada por el agitador gene-
ra gradientes de velocidad entre los dos liquidos debido
a su diferencia de densidades. El esfuerzo de cizalla y la
transferencia de cantidad de movimiento permiten com-
pensar las diferencias de velocidad entre las gotas y la
fase continua, que son mayores en la zona del agitadory,
en particular, tras el choque del liquido con las paredes
del recipiente.

En cualquier caso, este esfuerzo de cizalla generado
por los gradientes de velocidad hace que las gotas se de-
formen vy, debido al efecto de la tension interfacial que
obliga a la gota a adoptar una forma mds compacta, se
produce su ruptura. Por tanto, dentro del recipiente las
regiones en las que tiene lugar la mayor ruptura de las
gotas son la zona del agitador y las paredes. No obstante,
la agitacion puede provocar también la agregacion de las
gotas en flujo turbulento debido a la colisién de las mis-
mas. Por lo tanto, como consecuencia de estos efectos
contrapuestos, se termina llegando a un estado estaciona-
rio caracterizado por un determinado tamano de gota.™"
El procedimiento es muy sencillo. En primer lugar, se
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Preparacion
del sistema hifasico

Agitacion

Figura 7. Preparacion de una emulsion por agitacion mecanica

preparan las distintas fases por separado. En la fase inter-
na se disuelve el compuesto a encapsular y en la fase ex-
terna se disuelve el agente estabilizante. A continuacion,
se ponen en contacto ambas fases, aunque éstas quedan
separadas debido a su diferente densidad, ya que se trata
de liquidos inmiscibles.

Una vez se tiene este sistema bifasico, se realiza el
aporte de energia mediante agitacion mecanica, lo que
provoca la dispersion de las gotas de fase dispersa y la
formacion de la emulsiéon, véase la Figura 7.

Esta técnica también se puede utilizar para preparar
emulsiones dobles siguiendo un procedimiento analogo.
Asi, se prepara una emulsion simple en la forma indicada
anteriormente, con la diferencia de que esta emulsion no
es el producto final, sino uno intermedio. Una vez obte-
nida, se repite el proceso de agitacién mecanica, siendo
ahora la emulsion simple la nueva fase interna que se
dispersa en la nueva fase continua.

Por ejemplo, si se desea preparar una emulsiéon doble
tipo W,/O/W,, se disuelve el principio activo en la pri-
mera fase acuosa W, y un tensioactivo o estabilizante con
caracter predominantemente lipofilo en la fase aceitosa
O. Se juntan ambas fases y se someten a un primer proce-
so de agitacion, lo que da lugar a una emulsion inversa.
A continuacion, se disuelve en una nueva fase acuosa W,
un tensioactivo, cuyo caracter sea predominantemente
hidroéfilo, y se junta esta disolucion con la emulsion pre-
viamente preparada, Se somete el conjunto a un segundo
proceso de agitacion, de forma que se obtiene una emul-
sion doble W, /O/W,,

Con el fin de que la fase dispersa en forma de gotas
sea la deseada, el estabilizante tiene que estar disuelto en
la fase que ha de ser la fase continua. Ademas, la eleccion
del agente estabilizante es un aspecto clave.

Aunque con esta técnica de preparacion se puede
llegar al tamano medio de gota deseado, la distribucién
suele ser ancha, lo que reduce la calidad de las emulsio-
nes obtenidas de esta forma, especialmente para ciertas
aplicaciones farmacéuticas y cosméticas, en las que se re-
quiere la liberaciéon controlada y en lugares especificos
de los principios activos.
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Emulsificacion con membranas

Mediante los métodos convencionales de prepara-
cién de emulsiones se obtienen emulsiones con una dis-
tribucion de tamanos de gota amplia (polidispersa). Sin
embargo, para algunas aplicaciones resulta fundamental
que la emulsion obtenida presente una distribucion de
tamanos de gota lo mds estrecha posible. Esta cualidad
de la emulsion, denominada monodispersividad, es cri-
tica para la fabricacion de ciertos farmacos en los que el
tamano de gota determina la llegada de los principios
activos a los 6rganos diana. Por otro lado, algunos de los
compuestos presentes en la formulacion de estas emul-
siones son sensibles al esfuerzo de cizallamiento y pue-
den perder ciertas propiedades o incluso degradarse, si
se emplean métodos convencionales de emulsificacion,
por lo que se hace necesario encontrar un método alter-
nativo que permita obtener este tipo de emulsiones sin
deteriorar sus componentes.

Una técnica muy prometedora para la obtencién de
emulsiones monodispersas es el uso de membranas como
sistemas de contacto entre las fases. Los fundamentos de
esta técnica, que recibe el nombre de emulsificaciéon con
membranas, se muestran en el esquema de la Figura 8.

Como se observa en la Figura 8, el método consiste
en impulsar la fase dispersa a presion a través de los po-
ros de una membrana, de manera que penetre en la fase
continua. A la salida de los poros, las gotas van creciendo
hasta desprenderse, gracias a la aplicacion de un peque-
no esfuerzo de cizalla en la pared, el cual puede generar-
se de diversas maneras. El desprendimiento depende de
las fuerzas de rozamiento entre la gota y la fase continua,
de la flotabilidad de la gota, de la tension superficial y de
la presion.

Aunque la emulsificaciéon con membranas es una
técnica poco extendida a escala industrial, se prevé que
pueda experimentar un importante desarrollo, gracias al
auge de la nanotecnologiay al desarrollo de diversas apli-
caciones especificas.

En funcion de las etapas en que tenga lugar el proce-
so0, se pueden considerar dos tipos de emulsificaciéon con
membranas.

Flujo tangencial Emulsion de

de la fase > tamario de

continua gota controlado
Membrana

Pt

Fase organica sometida a alta presion

microporosa

Figura 8. Esquema del proceso de emulsificacion con membranas
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1. Emulsificacion directa

La emulsion se prepara en una sola etapa, mediante
la inyeccion a presion de la fase dispersa, de forma que
atraviese los poros de la membrana y llegue a la fase ex-
terna o continua. Como tiene lugar en una sola etapa, es
necesario controlar todos los parametros de operacion
(agitacion, presion transmembranar, etc.) para conse-
guir la emulsion de las caracteristicas deseadas.

2. Emulsificacion con premezcla

Consta de dos etapas, en la primera se prepara una
emulsion utilizando métodos convencionales (agitacion,
molinos coloidales, etc.), y en la segunda se afina hacién-
dola pasar a través de los poros de la membrana, Figu-
ra 9. En la emulsificacion premezcla, el control de los
parametros de operacién no es tan critico como en la
emulsificacion directa, por lo que resulta mas estable y
facilmente controlable. No obstante, presenta la desven-
taja de la pérdida de propiedades o incluso degradacion
de algunos compuestos orgdanicos, como consecuencia
del esfuerzo cortante al que se ven sometidos durante la
preparacion de la emulsion primaria por métodos con-
vencionales (Figura 9).

N, comprimido

Presion

Emulsion
gruesa

Emulsion

de tamafio
controlado

Figura 9. Esquema de emulsificacion premezcla

Microcanales de flujo focalizado

Este tipo de microcanles permiten un elevado control
sobre el tamano de gota resultante. La fase dispersa es
inyectada por la parte central mientras que la continua
se inyecta por los laterales. La adiciéon de mds canales la-
terales permite la preparaciéon de emulsiones multiples,
ya que a medida que se va avanzando en el canal se van
inyectando lo que seran las fases continuas de las emul-
siones finales.

El tamano de gota vendra altamente ligado por el
caudal de cada una de las corrientes asi como las propie-
dades interfaciles del sistema seleccionado.™!
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La Figura 10 muestra una representacion grafica de
estos dispositivos.

Figura 10. Esquema de microcanales de flujo focalizado

CARACTERIZACION DE EMULSIONES

Distribucion de tamafios de gota

Las distribuciones de tamano de gota de las emulsio-
nes se obtienen con equipos basados en la difraccion de
radiacion laser.

Morfologia

Para observar las emulsiones a nivel microscépico y
comprobar si su estructura se corresponde con una emul-
si6n simple (Figura 11A) o doble, Figura 11B, o visualizar
el recubrimiento de la superficie en el caso de emulsio-
nes estabilizadas con solidos, Figura 11C, se recurre a

A. Emulsién simple 0/W

D. Emulsion concentrada (HIPE o gel)

C. Emulsion Pickering

Figura 11. Micrografias obtenidas con el microscopio 6ptico: A. Emulsion simple
estabilizada con tensioactivos del tipo 0/W; B. Emulsion doble® estabilizada con
tensioactivos del tipo W,/0/W,; C. Emulsion simple Pickering"” del tipo O/W.y con
el microscopio electronico de barrido (SEM): D. Emulsion concentrada® del tipo O/W
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los microscopios 6pticos. Si se quiere observar el grado
de empaquetamiento (como por ejemplo en el caso de
formulacion de geles, Figura 11D, se puede recurrir al
microscopio electronicos (SEM).

Estabilidad

A diferencia de las fases acuosa y aceitosa separadas,
las emulsiones necesitan la formacién de una gran darea
interfacial entre las dos fases inmiscibles. El trabajo ne-
cesario para generar una unidad de area de una nueva
interfase se calcula de la siguiente manera:

W —7y,4A (2]

donde, y, es la tension interfacial entre las dos fases y AA
es el incremento de area interfacial.

Una emulsion al ser un sistema termodinamicamen-
te inestable, con el tiempo acabara separandose en dos
fases. Por lo general, se trata de obtener emulsiones esta-
bles con el tiempo cuyas propiedades no se vean altera-
das, aunque en algunas situaciones, una relativa inestabi-
lidad puede resultar beneficiosa.

No existe ningin método que permita obtener una
estimacion de la estabilidad de una emulsion. La uni-
ca medida realmente absoluta de la estabilidad de una
emulsion es la variacion del niimero de gotas en funcién
del tiempo. La distribucion del tamano de gotas tiene
una gran importancia no solo en la estabilidad, sino tam-
bién en otras propiedades importantes de las emulsiones.

En general, se puede relacionar la estabilidad de una
emulsion con el volumen de las fases separadas. Con el
paso del tiempo el sistema acaba por separarse en tres
zonas facilmente identificables:

a) Una zona central que contiene la emulsion con ele-
vada concentracion de la fase interna.

b) Una zona interna o coalescida.

¢) Una zona externa o clarificada.

Para lograr la estabilidad de la emulsion es necesario
mantener la dispersion de las gotas de la fase interna en
la fase continua evitando la ruptura de la emulsion, es de-
cir, la flotacion, floculacién, coalescencia y maduracion
de Ostwald u Ostwald ripening.

Potencial zeta

La presencia de iones que rodean las gotas de acei-
te, dotandolas de una cierta carga, provoca la repulsiéon
entre ellas. Esta repulsion se debe a una discontinuidad
dieléctrica entre la interfase y las cargas superficiales de
las gotas de la fase dispersa. La diferencia de potencial
existente entre ambas fases provoca que los iones de sig-
no opuesto a la carga superficial (denominados contra-
iones) resulten atraidos formando la capa fija. Desde
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esta capa fija hacia la superficie se forma la capa difusa,
formada por los contra-iones y por iones del mismo sig-
no que la capa superficial. Estas dos capas adyacentes a
la superficie de la gota forman la doble capa eléctrica.
El potencial eléctrico de la superficie de la gota se de-
nomina potencial de superficie (y0). EI potencial eléc-
trico medido entre la capa de fluido estacionaria que
envuelve a la gota y la fase acuosa puede determinar-
se midiendo la movilidad de la particula en un campo
eléctrico aplicado y se denomina potencial zeta o elec-
trocinético ().

Eficacia de Encapsulacion (EE) y Estabilidad (ES)

La eficacia de encapsulacion (EE) de una emulsion se
calcula mediante determinacion de la concentracion del
compuesto de interés presente en la fase externa (con-
centracion recuperada) y la concentraciéon esperada en
esa fase si todo el compuesto se hubiese liberado. Se cal-
cula normalmente con la siguiente ecuacion:

concentracion recuperada

EE (%) — 100 — x 100 [3]

concentracion esperada

Mediante la medida de la ES se puede conocer la li-
beracién de un compuesto con el tiempo aplicando la
siguiente ecuacion:

concenlracion recuperada

ES (%) =100 - x 100 [4]

concentracion esperada

Para dicha determinacién es necesario realizar una
separacion de la fase externa de una manera eficaz. De-
pendiendo de la concentracion de la fase interna y del
tamano de las gotas dicha separacion puede realizarse
con una simple decantacion o necesitar alguno mecanis-
mo que favorezca la migracion de las gotas (tipicamente
de aceite) a la parte superior. El método mas comunmen-
te utilizado es la centrifugacion. Dicha centrifugacion se
realiza en unas condiciones que aseguren que la ruptura
de la emulsion no tendrd lugar y inicamente se favorece
la migracion de las gotas, por lo que se realiza abajas ve-
locidades. 674

Algunos autores contemplan la posibilidad que el
método seleccionado provoque la pérdida parcial de
compuesto encapsulado se determina un factor correc-
tor (Ry). Para el calculo de Ry se analiza una emulsion
en donde el compuesto a encapsular en adicionado tras
preparar la emulsion en la fase externa, simulando asi
una emulsién cuyo valor de EE sin corregir seria del 0%.

Para el calculo de la EE corregida se utiliza la siguien-
te ecuacion.

concentracion recuperada

EE (%) =100 — %100 [5]

Rv concentracion esperada
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Reologia

La reologia es de suma importancia con vistas a las
aplicaciones industriales de la emulsion formulada (ya
sea una emulsion concentrada de uso como crema co-
mercial o una nanoemulsion doble utilizada como vacu-
na para inyeccion de farmacos con fines veterinarios)
ya que debe conocerse el comportamiento del sistema
frente a diferentes situaciones (bombeo, agitacion,
efecto de la temperatura de cara al almacenamiento o
transporte, etc.).

Las emulsiones son sistemas cuyo comportamiento
reol6gico es mucho mas complejo que el de un liquido
puro. La viscosidad de una emulsion diluida, es decir,
con exceso de fase continua, es virtualmente la viscosi-
dad de dicha fase y muy frecuentemente estas emulsio-
nes presentan comportamiento newtoniano. Al aumen-
tar la proporcion de fase interna aumenta la viscosidad
de la emulsion hasta un punto en que la emulsion deja
de ser liquida. Cuando el volumen de la fase interna
sobrepasa el de la externa, se aglomeran las gotas de la
emulsion y la viscosidad aparente es parcialmente visco-
sidad estructural.

Uno de los factores mas influyentes es el tamano de
las gotas de fase interna. Si se aplican métodos para obte-
ner emulsiones de una determinada concentracion que
proporcionen un tamano de gota inferior, se podra ob-
servar como la viscosidad de la emulsién es superior, y
viceversa.!**!

APLICACIONES

Las emulsiones dobles compiten con las emulsiones
simples como sistemas de encapsulacion de compuestos
activos. La seleccion de un tipo u otro dependerd de la
aplicacion concreta, una vez evaluadas las ventajas e in-
convenientes de ambas.

Debido a su estructura, las emulsiones dobles pueden
ser vistas como sistemas susceptibles de controlar el trans-
porte de moléculas desde la fase interna a la externa o
viceversa. Este hecho multiplica sus aplicaciones en las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. 464748491

En la industria farmacéutica se emplean para encap-
sular principios activos sensibles que se deban proteger
para evitar una pérdida prematura de actividad. Normal-
mente, se preparan firmacos para ser suministrados por
via oral o tépica, que aseguren una liberacion controlada
del principio activo y un efecto prolongado de sus pro-
piedades terapéuticas."?!

También se han publicado trabajos en los que estas
emulsiones se aplican a la encapsulaciéon de biocompues-
tos como, por ejemplo, el resveratrol,**! para distintas
aplicaciones (cosmética, alimentaria).

A continuacion, se muestra en la Tabla 1 en la cual
se recoge un resumen de diferentes tipos de emulsiones
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formuladas para encapsular compuestos de interés de
diferente aplicacion (médica, alimentaria, cosmética o
farmacéutica).

Tabla 1. Ejemplos de distintos tipos de emulsiones formuladas para encapsulacion
de biocompuestos con diferentes fines

Tipo de

Compuesto

emulsion BELEE encapsulado Lt
o/W Alimentaria Luteina 6, 50
0/w* Alimentaria trans-resveratrol 51
o/w* Alimentaria Licopeno 52
oW+ el BT 23 Curcumina 53, 54
cosmética
o/w Médica a-tocoferol 55, 56
. . B-sitosterol y
o/W Alimentaria y-orizanol 57
o/W Alimentaria Caroteno 58
0/w* Alimentaria Lactosa 59
s 0/W* Alimentaria Vitmina D 60
E
e W/0/W Médica Insulina 61
=
2
= W/0/W Alimentaria Croxina 62
é W/0/W Alimentaria Zumo de remolacha 63, 64
&
ks W/0/W Médica Azocaseina 66
I
o
8 W/0/W Médicas y alimentarias Apigenina 66
W/0/W Alimentaria Semilla de uva 47
W/0/W Alimentaria y cosmética trans-resveratrol 2,3,9
W/0/W  Alimentaria y cosmética Vitamina B,, 67, 68
W/0/W  Alimentaria y cosmética Azafran 69
W/0/W Alimentaria Procianidinas 70
W/0/wW Médica Aspirina 71
W/0/W Alimentaria Prebiéticos 72
W/0/W Alimentaria Hierro 73
W/0/W Alimentaria Magnesio 74
W/0/W Alimentaria Lactobacillus acidophilus 75
W/0/W* Alimentaria Colorante alimentario 76

*Emulsiones tipo Pickering.

*IRSEQ)
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Por otro lado existen diversas aplicaciones en las
que la emulsién no es el producto final sino que actia
como producto intermedio. En estos casos las gotas de
emulsion actian de reactores donde se produce la pre-
cipitacion o reaccién necesaria para la formacion de la
particula final, en este campo podemos encontrar la sin-
tesis de particulas metdlicas, de capsulas poliméricas o
de vesiculas.

Otras aplicaciones conciernen el uso de nanoemul-
sions como transportadores de oxigeno. Estas nanoe-
mulsiones pueden penetrar con facilidad en las células
transportando y liberando el oxigeno encapsulado de
una manera controlada.”

Tendencias futuras

Las ultimas investigaciones tienden a la formulacion
de emulsiones con compuestos cada vez mds naturales.
En este sentido las emulsiones Pickering estabilizadas
con particulas de almido6n o las emulsiones estabilizadas
con proteinas tienen un gran potencial de especial inte-
rés en la industria alimentaria.

A pesar de los grandes avances en los ultimos anos
en el desarrollo de este tipo de sistemas mediante la
seleccion apropiada de la formulacion y el método de
preparacion, los avances respeto a la respuesta de estos
sistemas frente a diferentes estimulos como temperatu-
ra, pH, campo magnético, etc., es escaso y es necesaria
para poder desarrollar productos que operen como ve-
hiculo transportadores de las moléculas de interés.
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