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Abstract

The present report deals with the attainment of O/W nano-emulsions for parenteral use with a
nonionic surfactant/triglyceride oil/water system. The systems were formulated at different HLB values
(hydrophilic-lipophilic balance) for different Span/Tween nonionic surfactant mixtures. Emulsification
was carried out by dilution, i.e., by a water addition to an oil/surfactant mixtures continuously stirred.
The variations in the water/oil ratio produce different phase depending on the HLB of the system. The
nano-emulsion droplet size is related to the nonionic surfactant mixture HLB. Therefore, the results high-
light the particular importance of lamellar phases in the emulsification processes.
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Nano-emulsionacion de aceites triglicéridos para uso
parenteral mediante un método de baja energia

Resumen

El presente estudio reporta la obtencién de nano-emulsiones del tipo aceite-en-agua (O/W) para uso
parenteral en sistemas formados por surfactantes no-iénicos/aceite triglicérido/agua. Los sistemas fue-
ron formulados a diferentes HLB (balance hidrofilico-lipofilico del surfactante) para diferentes mezclas de
surfactantes no-iénicos. El proceso de emulsionacion se llevé a cabo mediante dilucion con agua de una
mezcla de surfactante no-iénico/aceite triglicérido manteniendo agitado el sistema. La variacion de la re-
lacion agua/aceite en el sistema origino la formacion de diferentes fases dependiendo del HLB de la mez-
cla inicial de surfactantes. Se encontré que el tamaro de gota de las nano-emulsiones esta relacionado
con el HLB de la mezcla de surfactantes. Asimismo, los resultados obtenidos reflejan la importancia de la
formaciéon de una fase de cristal liquido lamelar durante el proceso de emulsionacion.

Palabras clave: Nano-emulsiones, emulsiones parenterales, HLB, aceites triglicéridos.

Introduccion suministrar energia para producirlas. Los métodos

de emulsionacion pueden clasificarse en dos gran-

Las emulsiones son sistemas formados por des grupos, los métodos de alta energia (llamados

dos liquidos inmiscibles uno de los cuales se en- también de dispersion o fuerza bruta) y los de baja
cuentra disperso en forma de gotas en el otro que energia (de condensacion o fisicoquimicos).

forma la fase continua [1]. Debido a que las emul-

Las emulsiones parenterales consisten en
siones son sistemas fuera de equilibrio, se necesita

mezclas de triglicéridos dispersadas en una fase
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acuosa [2]. Son utilizadas como fuentes de calo-
rias y acidos grasos esenciales para pacientes o
neonatos quienes no son capaces de consumir o
absorber alimentos oralmente. Estas deben po-
seer un tamano de gota menor al diametro de los
capilares sanguineos (4-6 um), e incluso menores
a 1 um, por consiguiente, es necesario estudiar el
diametro promedio de gota y la distribucion de
tamanos, siendo un parametro importante el dia-
metro acumulativo para una proporcion del 90%
del volumen de la emulsion (D9O0) [2].

Wretlind [3] en 1961 logra desarrollar una
emulsion para administraciéon intravenosa utili-
zando aceite de soya como fase interna, lecitina
de huevo como emulsionante y glicerol dispersa-
dos en una fase acuosa, que luego fue llevada a
escala comercial. Estos sistemas son emulsiona-
dos utilizando aparatos de alto cizallamiento
como homogeneizadores y microfluidizadores,
los cuales requieren un gasto de energia signifi-
cativo para generar emulsiones de tamano pe-
queno.

En vista de los altos costos que representa
la etapa de homogeneizacion en la formacién de
emulsiones parenterales, se han tratado de en-
contrar métodos que permitan obtener una
emulsion para administracién intravenosa que
cumpla con los requerimientos farmacopeicos y
ademas que posea tamano de gota menores a 5
um, sin utilizar aparatos de alta energia. Broui-
llet [4] en 2002 desarrolla un procedimiento para
obtener emulsiones parenterales que utiliza un
método denominado “emulsionacién por concen-
tracion” para producir la emulsion, seguido de
una etapa de microfiltracion para eliminar las go-
tas que superen el limite requerido de tamano.
Para ello se utilizo el saber hacer en emulsiones
de alto contenido de fase interna [5-7], obtenién-
dose emulsiones con tamarno de gota de aproxi-
madamente de 1 um, valiéndose del alto cizalla-
miento que se produce con una agitacion mode-
rada cuando el contenido de fase interna de una
emulsion es alto. Los estudios en este campo fue-
ron llevados a una siguiente etapa con los traba-
jos realizados por Cuellar y colaboradores [8],
quienes analizaron el efecto de las variables de
formulacion, composicién y agitacion en el méto-
do de emulsionacion por concentraciéon [7]. Se
consiguieron obtener emulsiones parenterales
con un contenido de fase interna de 30%, con ta-

mano de gota promedio de 0,88 um y acumulati-
vo del 90% de las gotas de 1,6 um. Una conclu-
sion significativa encontrada en este trabajo fue
la poca influencia de la intensidad de agitacion
sobre las propiedades finales del sistema, debido
a que el cizallamiento que origina el aumento de
area interfacial se produce por el efecto del grado
de empaquetamiento de las gotas y de las interac-
ciones que se generan cuando existe movimiento
en el sistema, y no por el esfuerzo cortante produ-
cido por el aparato de agitacion. Estos resulta-
dos, junto a los estudios sobre obtencion de
nano-emulsiones por métodos de baja energia
[9-10], dirigieron las investigaciones de fabrica-
cion de emulsiones parenterales hacia el campo
de los métodos de inversién de fases.

Los métodos de baja energia son aquellos
en los cuales la energia requerida para producir
la emulsién proviene de las transiciones o cam-
bios de fases que se producen durante la forma-
cion de las mismas [11]. El método de temperatu-
ra de inversion de fases, método PIT [12], amplia-
mente usado en la industria, se basa en formar la
emulsion utilizando un cambio brusco de tempe-
ratura. Sin embargo, su uso esta limitado a siste-
mas formulados con surfactantes no iénicos del
tipo etoxilado los cuales cambian su balance hi-
drofilico-lipofilico con la temperatura: a tempera-
turas inferiores a la temperatura de inversion de
fases se forman emulsiones aceite-en-agua
mientras que a temperaturas superiores a la mis-
ma forman emulsiones agua-en-aceite. Usando
el concepto de diferencia de afinidad del surfac-
tante [13] (SAD por sus siglas en inglés) se pue-
den manipular otras variables durante el proceso
de emulsionacion tales como concentracion de
sal, alcohol, pH etc. y producir las transiciones
de fases que hacen posible la formacién de emul-
siones de tamano submicromeétrico (0 nano-
emulsiones) [10]. Ademas, debido a que la mayo-
ria de los sistemas formulados para producir
emulsiones son sistemas multicomponentes, es
posible modificar la composicion interfacial du-
rante el proceso de emulsionaciéon mediante un
cambio de las proporciones agua/aceite debido
al fenémeno de particion de las especies de sur-
factante en el sistema [14]. Este es el principio del
método de emulsionacion inicialmente denomi-
nado punto de inversion de la emulsion (EIP) des-
crito por Marszall [15], usado por Lin [16] y mejo-
rado por Sagitani [17], quien luego le di6 el nom-
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bre de emulsionacion por inversion de fases. En
el caso de la obtencién de nano-emulsiones del
tipo aceite-en-agua (O/W), el método consiste en
agregar agua a una dispersién formada por acei-
te y surfactante hasta lograr la formacion de la
emulsion final. Incrementandose el contenido de
agua en el sistema inicial se producen las transi-
ciones o inversion de fases necesarias para for-
mar una emulsién con tamano submicrométrico
donde las gotas de aceite estan dispersadas en
una fase externa acuosa. Se ha discutido la im-
portancia de la presencia de fases de microemul-
sién y/o cristales liquidos lamelares para la for-
macion de nano-emulsiones a través de métodos
de transicion de fases [9-10, 18-19].

La mayoria de los sistemas utilizados para
el estudio de nano-emulsiones del tipo O/W
contienen hidrocarburos como fase dispersa,
encontrandose escasa informacion sobre la uti-
lizacion de métodos de baja energia para la ob-
tencion de emulsiones finas conteniendo aceites
triglicéridos. En particular, no ha sido reportado
el uso del método de emulsionaciéon por inver-
sién de fase de Sagitani, para obtencién de
nano-emulsiones en el sistema surfactante no
ionico/aceite triglicérido/glicerol/agua. El obje-
tivo principal del presente estudio es utilizar el
método de inversion de fase para la formacion de
nano-emulsiones con aceites triglicéridos para
uso parenteral.

Metodologia Experimental

Materiales

Los surfactantes utilizados fueron del tipo
no ionico derivados del sorbitol. Enla Tabla 1 se
muestran los surfactantes y sus principales ca-
racteristicas. El surfactante mas hidrofilico fue
del tipo etoxilado con un promedio de 20 unida-
des etoxiladas (EON = 20). Se utilizé parafina li-
quida, proveida por Cientifica Andina S.A.,
como referencia para determinar la formula-
cion optima de la mezcla de surfactantes en el
equilibrio.

La fase acuosa usada fue una solucion
acuosade glicerol al 2,5% v/v (CER Diagnosticos,
Venezuela) con una concentracion de 0,06% p/v
de cloruro de sodio y la fase organica fue aceite
triglicérido de soya marca Branca, Venezuela
(Pogec = 0,92 g/cm®; Uyee = 58 mPa/s) con
EACN = 18 (numero equivalente del alcano) [20].
En la Tabla 2 se resume la composicion del aceite
de soya.

El triglicérido mayoritario en el aceite de
soya es el linoleico (C 18:2), seguido del oleico
(C 18:1). Los acidos grasos palmitico y linolénico
tienden a estar situados preferentemente en las
posiciones 1y 3, con el linoleico en la posicion 2y
el oleico distribuido aproximadamente por igual
entre las tres posiciones.

Tabla 1
Surfactantes utilizados

Surfactante Nombre comercial* HLB Peso molecular
Monooleato de sorbitan polietoxilado Tween 80 15 1310
Monolaurato de sorbitan Span 20 8,6 346
Monostearato de sorbitan Span 60 4,7 430
Monooleato de sorbitan Span 80 4,3 428
* de Unigema/ICI.
Tabla 2

Composicion en acidos grasos del aceite de soja [21]

Acidos grasos saturados

Acidos grasos

Acidos grasos poliinsaturados

monoinsaturados

C 14:0 C 16:0 C 18:0

C 18:2 C 18:3 otros

0,10-0,15 10,0-10,5 3,5-4,5

21,5-23,5

49,0-54,0 7,0-7,5 0,4-1,4
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Preparacion de las emulsiones

El proceso de emulsionacion se realizo de
la siguiente manera. La mezcla de surfactantes
fue disuelta en aceite de soya. Luego la fase
acuosa fue anadida a la dispersion surfactan-
te-aceite con un caudal constante de 0,5
mL/min, manteniéndose una velocidad de agi-
tacion constante (250 rpm) y una temperatura
de 60°C. El mezclador usado fue un agitador
Ika®, modelo Eurostar. Se estudiaron emulsio-
nes para varias relaciones S/O entre 0,4 y 2;
donde S y O son las masas de surfactante y de
aceite de soya, respectivamente. La concentra-
cion final de surfactante en todas las emulsio-
nes se mantuvo constante en 8% en peso. La
concentracion final de la fase oleosa (aceite tri-
glicérido) se vario6 entre 5y 16% en peso.

La influencia del balance hidrofilico/lipofi-
lico, HLB, de la mezcla de surfactantes se estu-
di6 mediante la variacion de las cantidades de
los surfactantes no i6nicos Tween 80/Span (20,
60 u 80) en la mezcla, el cual fue calculado por
[1]:

HLB = HLB, X, + HLBg Xg. (1)

mezcla
donde X, y X son las fracciones en peso de los
surfactantes presentes en la mezcla. EIHLB en la
formulacion 6ptima de la mezcla de surfactantes,
que corresponde a HLD=0, se determiné a través
de un barrido de HLB utilizando como referencia
aceite de parafina [20]. Las fases de cristales li-
quidos fueron detectadas mediante su observa-
cion a través de luz polarizada [9, 18] y microsco-
pia 6ptica por medio de un microscopio Nikkon
E 600.

Tamaiio de gota

El tamano de gota promedio de las emul-
siones fue obtenido por medio de la técnica de
difraccion de luz laser usando el equipo Coul-
ter® LS 230 Particle Size Analyzer. El rango de
medida del equipo es 0,04-2000 um. Las
muestras fueron diluidas en agua doblemente
destilada a la concentracion apropiada para
garantizar la obtencion de la distribucién de
tamano.

Resultados y Discusion
de Resultados

Influencia del contenido de aceite
triglicérido sobre el tamaiio de gota

Con la finalidad de conocer la influencia del
contenido de fase interna (aceite triglicérido) en el
tamano de gota de las emulsiones O/W (acei-
te-en-agua), preparadas por el método de inver-
sion de fases, se escogio el sistema agua/Tween
80-Span 60/aceite de soya. La Figura 1 muestra
las lineas de dilucion, a relaciones surfactan-
te/aceite (S/0O) constantes de 2; 1; 0,67; 0,5 y
0.4 p/p, empleadas para obtener las emulsiones
finales con 4, 8, 12, 16 y 20% p/p de aceite de
soya respectivamente, y una concentracion de
surfactante de 8% en peso. En todos los casos se
reportan el diametro Sauter, D[3,2], que corres-
ponde al volumen total de fase dispersa dividido
por el area interfacial del total de gotas y el diame-
tro D90, que representa el diametro para el 90 por
ciento en volumen de la distribuciéon acumulada.
Este ultimo se utiliza para asegurar que las gotas
mas grandes se encuentran por debajo del diame-
tro requerido para administracion intravenosa [2].
Elvalor del diametro de gota es el promedio de tres
mediciones, encontrandose en todos los casos
una desviacion estandar menor al 10%.

La Figura 2 muestra la influencia de la con-
centracion del aceite de soya sobre el diametro de
gota DI[3,2], y D90, para diferentes valores de
HLB de la mezcla surfactante. A medida que au-
menta el contenido de aceite en las emulsiones
aumenta el tamano de gota, sin embargo, para
valores de HLB de 12 y 13 se encuentra que las
emulsiones poseen un tamano inferior a 600 nm.
Asimismo, el diametro de las gotas mas grandes
de las emulsiones, D90 (Figura 3), es menor que
1 um lo cual indica que las emulsiones son de
baja polidispersidad. Este resultado esta de
acuerdo a lo esperado pues para emulsiones con
menor proporcion de fase interna, manteniendo
constante la concentracion final de surfactante,
tiene en el sistema un inventario de surfactante
suficiente para formar mas interfase.

Se ha observado que durante la emulsiona-
cion por inversion de fases el sistema transita por
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Figura 1. Representacion esquematica
en un diagrama ternario Winsor I [13]
de las lineas de dilucién para obtener
las emulsiones con diferentes concentraciones
de aceite de soya manteniendo constante
la concentracion final de surfactante.

mesofases cuya viscosidad y presencia de crista-
les liquidos estan relacionadas con la linea S/O
(relacion surfactante/aceite) considerada: a ma-
yor S/O la viscosidad en las dispersiones inicia-
les que formaran la emulsion se incrementa y se
alcanza un tamano de gota menor [22]. Debido a
que se obtuvieron emulsiones con tamarno de
gota pequeno y de baja polidispersidad para una
concentracion de 12% de fase dispersa y valores
de HLB entre 12y 13, se procede a estudiar la in-
fluencia que tienen diferentes mezclas de surfac-
tantes para valores iguales de HLB.

Influencia de la mezcla de surfactantes
no iénicos
La obtencion de emulsiones O/W, con gotas

submicrométricas, es mas dificil de obtener con
los aceites triglicéridos que con los hidrocarbu-
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Figura 2. Tamario de gota D[3,2] vs. contenido de aceite en la emulsion.
Sistema: fase acuosa/Tween 80-Span 60/aceite de soya.
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Figura 3. Tamano de gota D90 vs. contenido de aceite.
Sistema: fase acuosa/Tween 80-Span60/aceite de soya.
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ros [20]. Los aceites vegetales como la soya, con-
tienen mezclas de acidos grasos (Tabla 2) y su
emulsionacion por un método de baja energia
como el de emulsionacién por inversion de fases
[17], requiere que la solubilidad del aceite en la
fase surfactante sea alta. Por esta razén se han
escogido los surfactantes derivados del sorbitol
y sus mezclas con la finalidad de aumentar la so-
lubilidad del aceite de soya en la fase surfactan-
te. En todas las mezclas, el surfactante hidrofili-
co es el monooleato de sorbitan polietoxilado
(Tween 80).

En la Figura 4 se representa el tamario de
gota, D[3,2] de las emulsiones obtenidas para las
tres combinaciones de surfactantes: Tween
80/Span 80, 60 6 20. El sistema Tween 80-Span
80 provee emulsiones con tamanos medios de
gota inferiores a 1 um para todos los HLB estu-
diados, mientras que los otros sistemas mues-
tran tamanos de gota inferiores a 600 nm para
HLB 12; 12,4 y 13. Sin embargo, tomando en
cuenta el tamano de las gotas mas grandes en la
distribucién, (D90), se tiene que las emulsiones
menos polidispersas y que cumplen con el reque-
rimiento de tamario de gota para emulsiones pa-
renterales, son las producidas en el sistema
Tween 80/Span 20. Se presume que este fenome-
no esta relacionado con el hecho de que las molé-
culas de Tween y Span en la interfase agua/acei-
te, estarian localizadas segun su solubilidad en
las fases acuosay oleosa [14]. Asi, para un mismo
HLB, la mezcla que contiene el surfactante mas
lipofilico de la serie (Span 80) estaria mas reparti-
do en la fase aceite que el sistema que contiene

Span 20, éste ultimo sistema aportaria mas mo-
léculas de surfactantes en la region interfacial
agua/aceite. Ha sido reportado que al mezclar
surfactantes con cadenas lipofilicas diferentes, el
espacio entre las moléculas de surfactante
vecinas aumenta [23].

Enlos sistemas estudiados se ha observado
que durante el proceso de emulsionacion, la fase
de cristal liquido formada en el sistema Tween
80/Span 20 posee una viscosidad intermedia en-
tre las fases viscosas detectadas en los sistemas
Tween 80/Span 60 (donde se observo una fase de
cristal liquido muy viscosa entre 10 y 30% en
peso de fase acuosa agregada) y el sistema Tween
80/Span 80 (que present6 una fase poco viscosa
alrededor de un contenido de 15 a 20% de fase
acuosa anadida) [24].

Los resultados experimentales obtenidos
muestran que la mezcla de surfactantes con ca-
denas lipofilicas diferentes y conteniendo dobles
enlaces proveen la formacion de nano-emulsio-
nes utilizando baja energia. Se ha discutido que
este fenémeno esta relacionado con la disminu-
cion de rigidez de la monocapa de surfactante
[25].

En el caso de la formacion de nano-gotas de
aceites triglicéridos en agua mediante un proceso
de baja energia, denominado emulsionacion es-
pontanea, el fenémeno debe estar relacionado no
solamente con la flexibilidad de la pelicula inter-
facial sino con la elecciéon de moléculas surfac-
tantes compatibles con los aceites triglicéridos
como lo son los derivados de sorbitol. En el caso
del sistema formulado con Span 60 (el cual es un

—4— Tween 80-Span 20
—@— Tween 80-Span 60
—H5— Tween 80-Span 80

10,0
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a
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=
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=
=
£
<
o
01
10,5 11,0 11,5

12,0 12,5 13,0 13,5
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Figura 4. Tamano de Gota D[3,2] vs. HLB. Sistemas fase acuosa/Tween 80/Span (80, 60 6 20)
/aceite de soya. Concentracion final de fase dispersa = 12%.

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 30, Supl. 1, 2007



Nano-emulsionacion de aceites triglicéridos para uso parenteral 7

estearato de sorbitol, siendo el estearato un deri-
vado de acido graso saturado), se observa que el
cristal liquido formado durante el proceso de
emulsionacion es el mas viscoso de todos los sis-
temas estudiados [24], donde el método de baja
energia utilizado no es capaz de formar nano-
emulsiones de baja polidispersidad.

De los resultados mostrados en las Figu-
ras 4y 5 se escoge el sistema Tween 80/Span 20
por ser el que presenta las nano-emulsiones con
menor polidispersidad. Con la finalidad de incor-
porar una fracciéon mayor de aceite triglicérido en
la nano-emulsion para uso parenteral, se realizo
un barrido de HLB en sistemas con una morfolo-
gia Winsor I cerca de la formulacion 6ptima [19]
para obtener emulsiones con una fase dispersa
de 16% en peso de aceite de soya. La Figura 6

muestra que es posible dispersar una mayor can-
tidad de aceite de soya para un HLB = 12,5; ade-
mas puede observarse que el tamano D[3.2] y
D90 son similares, esto indica que el tamano de
todas las gotas esta comprendido entre 500y 700
nm y es posible utilizar esta emulsion como me-
dio parenteral sin necesidad de realizar microfil-
tracion debido a que no existen gotas con tama-
nos superiores a 1 pm.

Enla Figura 7 se muestra el comportamien-
to del tamario de gota, D[3,2] y D90, con respecto
al tiempo. Se observa que a 25°C y 40°C las emul-
siones son estables. Esto se debe a que en emul-
siones sub-micrométricas el crecimiento de ta-
mano de gota se produce por efecto de la presion
de Laplace, fenomeno llamado maduracion de
Ostwald [9], a diferencia de las macroemulsiones
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Tamaiio de gota D90, um
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L

—&— Tween 80-Span 20
—@— Tween 80-Span 60
—O— Tween 80-Span 80

0,1

10,5 11 11,5

L N

12 12,5 13
HLB

13,5

Figura 5. Tamario de Gota D90 vs. HLB. Sistemas fase acuosa/Tween 80/Span (80, 60 6 20)/
aceite de soya. Concentracion final de fase dispersa = 12%.
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Figura 6. Tamano de gota D[3,2] y D90 vs. HLB. Sistemas fase acuosa/Tween 80-Span 20/aceite
de soya. Concentracion final de fase dispersa = 16%. Se muestra el HLB en la formulacion 6ptima
(HLD = 0).
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Figura 7. Tamano de gota D[3,2] y D90 vs. Tiempo a temperaturas de 25°C y 40°C. Sistema fase
acuosa/Tween 80-Span 20/aceite de soya, HLB = 12,5. Concentracion final de fase dispersa = 16%.

donde la desestabilizacion se produce por proce-
sos de floculacion y coalescencia.

Conclusiones

Se reporta por primera vez la formacion de
nano-emulsiones con aceites triglicéridos (aceite
de soya) utilizando el método de emulsionacion
por inversion de fase. En este estudio queda en
evidencia que es importante no solamente la for-
mulacion del sistema (HLB de la mezcla surfac-
tante), sino el tipo de molécula que forma la mez-
cla de surfactante. La nano-emulsionacion del
aceite de soya se produce con el sistema Tween
80/Span 20 para concentraciones de fase disper-
sa del aceite triglicérido hasta un 16% lo cual
constituye la base de las emulsiones parentera-
les donde el tamano de gota requerido debe ser
inferior a 1 wm.
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