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Introduccion

1.1. Nano-emulsiones

1.1.1. Definicion

Las nano-emulsiones son emulsiones con pequefio tamafio de gota (<500nm). Una
emulsion es un sistema formado por al menos dos liquidos inmiscibles, en el que un
liquido (fase dispersa) se encuentra disperso en el seno del otro (fase continua). Las
nano-emulsiones, por el hecho de ser emulsiones, son sistemas termodindmicamente
inestables, que tienden a la separacion de fases; por lo tanto, no se forman de manera

espontanea y es necesario un aporte de energia para su formacion.

Los sistemas de emulsion pueden clasificarse segun diferentes criterios, entre los que

destacan los siguientes:
- El tamafio de gota formado por la fase dispersa
- Lanaturaleza de la fase dispersa y continua
- La fraccidon de volumen de fase dispersa

Segtn el tamafio de gota de la fase dispersa, se puede diferenciar entre nano-emulsiones
(didmetro<500nm) y macroemulsiones (didmetro>500nm), que corresponden a las
emulsiones convencionales. Las emulsiones, debido a su tamafio de gota, presentan un
aspecto opaco o casi opaco. En cambio, las nano-emulsiones pueden ser transparentes,
translticidas o translicidas-lechosas en funcion del tamafio de gota. A mayor tamafio de
gota, menor grado de transparencia. Asimismo, debido al pequefio tamafio de gota, las
nano-emulsiones presentan un fendmeno fisico conocido como “Efecto Tyndall”. Dicho
efecto consiste en el fenomeno de dispersion de la luz incidente por parte de las gotas o
particulas de pequefio tamafio de un sistema coloidal (Prince, 1977) y suele utilizarse
como criterio para distinguir visualmente y de manera sencilla entre emulsiones

(macroemulsiones) o nano-emulsiones.

En funcidn de la naturaleza de la fase dispersa y continua, las emulsiones se pueden
clasificar en sistemas tipo aceite en agua (oil-in-water, O/W) o agua en aceite (water-in-
oil, W/O). En las emulsiones tipo O/W (Figura la), la fase dispersa consiste en un
liquido no polar, al cual se hace referencia como aceite (oil, O) y la fase continua

consiste en un liquido polar, generalmente agua (water, W). Sin embargo, en las
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emulsiones tipo W/O (Figura 1b), es el agua la que forma las gotas de la fase dispersa y

el aceite el que compone la fase continua.

Dependiendo de la fraccion de volumen de la fase dispersa (¢), se pueden distinguir tres
clases principales de emulsiones: diluidas, con una fraccién de fase dispersa inferior a
aproximadamente 0,2 (¢<0,2); concentradas con una fraccion de fase dispersa
comprendida generalmente entre 0,2 y 0,74 (0,2<¢<0,74) y altamente concentradas con
una fraccion de fase dispersa superior a aproximadamente 0,74 (0,74<@). El limite de
fraccion de fase dispersa para considerar las emulsiones de un tipo u otro estd
determinado por su comportamiento reoldgico. Las emulsiones diluidas presentan una
fluidez elevada y tienen un comportamiento reoldgico newtoniano. A medida que
aumenta la fraccion de volumen de la fase dispersa, aumenta la viscosidad de las
emulsiones. En las emulsiones altamente concentradas, la fraccion de volumen de fase
dispersa es mayor que la de la fase continua, y el limite de 0,74 corresponderia a un
empaquetamiento compacto de esferas rigidas. Por ello, se suelen observar sistemas de

alta viscosidad, con aspecto de gel.

A fin de aumentar la estabilidad de las nano-emulsiones, se incorpora en el sistema un
tercer componente, conocido como agente emulsionante o emulsificante. Los
tensioactivos constituyen el tipo mas importante de emulsificantes. Estos compuestos
consisten en moléculas con estructura anfifilica; es decir, una parte de la molécula de
tensioactivo es hidréfila y otra lipdfila. Los tensioactivos se caracterizan principalmente

por dos propiedades:
- La capacidad de adsorcién en las interfases, reduciendo la tension interfacial
- Lapropiedad de autoagregacion o autoensamblaje

En lo que concierne a la estabilizacion de nano-emulsiones por presencia de
tensioactivos, la adsorcion de dichas moléculas en la interfase aceite/agua disminuye la
tension interfacial entre los liquidos inmiscibles, aumentando de esta manera la
estabilidad de las nano-emulsiones. La orientacion de las moléculas de tensioactivo en
la interfase aceite/agua de la nano-emulsion depende de la naturaleza de las fases
dispersa y continua. Si se trata de una emulsion O/W, la cadena hidrofoba se situa hacia
el interior de la gota, manteniendo su parte polar hacia la fase continua (el agua). En el

caso de una emulsion tipo W/O, la parte polar del tensioactivo se localiza hacia el
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interior de la gota y la cadena hidréfoba hacia la fase continua (el aceite), tal y como se

indica en la Figura 1.

—
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Figura 1. a) Nano-emulsion tipo O/W con detalle de la gota de la fase dispersa rodeada de
tensioactivo; b) Nano-emulsion tipo W/O con detalle de la gota de la fase dispersa rodeada de
tensioactivo.

Los tensioactivos pueden clasificarse segin su estructura en tensioactivos anionicos, no-
10nicos o cationicos. Los tensioactivos anidnicos, cuando se encuentran en medio
acuoso se disocian en un anidén anfifilo y un cation (contraion). Este tipo de
tensioactivos son los mas empleados. Por otro lado, los tensioactivos no-idnicos no se
ionizan en solucién acuosa. En este grupo, generalmente, los grupos hidréfilos estdn
formados por alcoholes, fenoles, éteres o amidas, y los grupos hidréfobos pueden
consistir en alquilos, alquilbencenos o 4cidos grasos. Los tensioactivos cationicos son
aquellos que en solucion acuosa se disocian en un cation anfifilo y un anién (contraidn).
La produccion de este tipo de tensioactivos es mucho més cara que la de los
tensioactivos anidnicos y no-idnicos, siendo uno de los motivos por los cuales su uso no
es tan extendido (Salager, 2002). En cuanto a los tensioactivos no-ionicos, son diversos
los que se utilizan comunmente en la estabilizacion de emulsiones de uso farmacéutico,
cosmético, o en la industria de la alimentacion debido al bajo nivel de toxicidad que
presentan algunos de ellos. Es el caso, por ejemplo, de los tensioactivos no-idnicos
etoxilados, que se definen como aquellos tensioactivos en los que el grupo hidrofilico es
una cadena de polidéxido de etileno. Este tipo de tensioactivos se han empleado como
estabilizadores de emulsiones con aplicaciones farmacéuticas, alimenticias o
industriales (Tsar'kova, 1989; Ahmad, 1996), asi como en el ambito de la agricultura
(Anderson, 2001). En el presente trabajo, se estudia la formacion de nano-emulsiones de
tipo O/W para su utilizacion como plantilla, empleando tensioactivos no-idnicos

etoxilados.
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1.1.2. Factores que afectan a las propiedades de las nano-

emulsiones

Como se ha mencionado anteriormente, las nano-emulsiones son sistemas
termodindmicamente inestables, cuya formacioén requiere un aporte de energia. Por
tanto, el tipo y las propiedades de una nano-emulsion dependen de diferentes factores.
Principalmente, los que mayor influencia tienen son el tipo de tensioactivo elegido, la
relacion volumica entre las fases, el orden de adiciéon de los componentes, la
temperatura y factores mecanicos entre otros. En resumen, podria decirse que las
caracteristicas de una emulsion dependen no sélo de la composicion sino también del
método de preparacion. A continuacion se exponen brevemente algunos de los

principales efectos producidos por cada uno de los factores mencionados.
Influencia del tensioactivo

Respecto a la seleccion del tensioactivo, uno de los pardmetros a tener en cuenta para la
formacion de una nano-emulsion es el balance hidréfilo-lipéfilo (HLB). El concepto
HLB, introducido por Griffin en 1949 para tensioactivos no-idnicos etoxilados, se
define como el balance del tamafio y la fuerza entre los grupos hidréfilo y lipdfilo que
forman el tensioactivo (Griffin, 1949). Representa numéricamente la afinidad de un
tensioactivo por la fase acuosa o la fase oleosa. Existen diferentes métodos
(experimentales y teoricos) para determinar el valor HLB de los tensioactivos (Griffin,
1949; Griffin, 1954; Davies, 1957). Generalmente, los tensioactivos con HLB<10 (HLB
bajo) se consideran de caricter predominantemente lipdfilo. Aquellos con HLB =10
presentan una afinidad por las fases agua y aceite bastante equilibrada y por ultimo, los
tensioactivos con HLB>10 (HLB alto) se caracterizan por un predominio de su parte
hidrofila. Bancroft constatd que la fase continua de una emulsion es aquella en la cual el
emulsionante es mas soluble. Por lo tanto, segun la regla de Bancroft, los tensioactivos
con solubilidad preferencial en el componente oleoso (HLB bajo) tienden a formar
emulsiones de tipo W/O, mientras que los tensioactivos con solubilidad preferencial en
el componente acuoso (HLB alto) tienden a formar emulsiones de tipo O/W (Bancroft,
1915). Por otro lado, segun la fraccion de volumen de la fase dispersa del sistema, se

obtendran emulsiones diluidas, concentradas o altamente concentradas
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Orden de adicion de los componentes

El orden de adicion de los componentes puede influir en el tamafio de gota de la
emulsion. El tensioactivo, que debe presentar mayor solubilidad en la fase continua,
puede disolverse previamente en dicha fase y posteriormente se afiade a la mezcla la
fase dispersa. Otro método de preparacion consiste en mezclar en primer lugar la fase
dispersa con el tensioactivo y después afiadir la fase continua. Este ultimo método
permite generalmente la formacion de gotas mas pequefias. Asimismo, otro método
consiste en pesar todos los componentes y dejar que la muestra alcance el equilibrio
antes de proceder a la emulsificacion. Diversos estudios han puesto de manifiesto que
las transiciones de fase que se producen a lo largo del proceso de emulsificacién son

determinantes en el tamafio de gota obtenido (Walstra, 1983; Forgiarini, 2000).
Temperatura

Los aspectos mas destacables en los que influye la temperatura son el movimiento
browniano, la viscosidad del sistema y las propiedades de los tensioactivos en el sistema
de emulsién. El movimiento browniano es el movimiento aleatorio de las particulas
suspendidas en un fluido (liquido o gas) como resultado de su colision con los d&tomos
rapidos o moléculas en el gas o liquido, y recibe el nombre en honor a Robert Brown,
que descubri6 este fendmeno en 1827 (Brown, 1828) .Un aumento de la temperatura
causa un incremento en la velocidad del movimiento browniano de las gotas y una
disminucién de la viscosidad de los liquidos. El descenso de la viscosidad de la fase
continua de la emulsion facilita la desestabilizacion del sistema. Por tanto,
generalmente, el aumento de temperatura provoca cambios en la emulsion que aceleran
el proceso de separacion de fases. Por otro lado, la solubilidad preferencial de los
tensioactivos, especialmente la de los tensioactivos no-idnicos, varia en funcion de la
temperatura. Este hecho afecta directamente a las caracteristicas de una emulsion. En
particular, en los tensioactivos polietoxilados un aumento de temperatura provoca
generalmente una deshidratacion de los grupos de o0xido de etileno que conlleva una
disminucién del caracter hidréfilo del sistema (disminucion del HLB) (Tadros &
Vincent, 1983). La modificacion de la afinidad del tensioactivo mediante un cambio de
temperatura puede inducir procesos de inversion de fases en los sistemas de emulsion
(formacién de sistemas O/W a partir de sistemas W/O, o viceversa). Asimismo, en

tensioactivos no-ionicos etoxilados, si el proceso de emulsificacidn se lleva a cabo cerca
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de la temperatura de inversion de fases del tensioactivo (phase inversion temperature,
PIT), se obtienen emulsiones mas uniformes y de menor tamafio de gota (Shinoda y

Saito, 1969).
Métodos de emulsificacion

Se distinguen principalmente dos tipos de métodos de emulsificaion: métodos de alta
energia y métodos de baja energia. Los métodos de alta energia se basan en el aporte de
energia mecdnica capaz de generar una fuerza suficiente para disgregar las fases aceite y
agua del sistema, dando lugar a la formacidon de emulsiones. Dichos métodos utilizan
instrumentos tales como agitadores de alta cizalla, homogeneizadores de alta presion,
sondas de ultrasonidos, etc. Estos instrumentos se caracterizan por generar una elevada
energia mecanica, que se transfiere al sistema agua/tensioactivo/aceite y asi producen la
formaciéon de gotas de una de las fases en el seno de la otra. Los métodos de baja
energia, sin embargo, aprovechan la energia interna y propiedades fisico-quimicas del
sistema agua/tensioactivo/aceite para formar la emulsion. Existen principalmente tres
métodos de emulsificacion de baja energia: el método de inversion de fases por cambio
de temperatura (phase inversion temperature, PIT), el método de inversion de fases por
cambio de composicion (phase inversion composition, PIC) y el método de
emulsificacion espontdnea. Para un mismo sistema agua/tensioactivo/aceite de exacta
composicion, las propiedades finales de la emulsion variaran en funcion del método de
emulsificacion empleado. Las diferencias principales radican en el tamafio de gota y la

polidispersidad del sistema.

1.1.3. Estabilidad de las nano-emulsiones: teoria DLVO

Las nano-emulsiones (y emulsiones) pertenecen al dominio coloidal, ya que pueden
definirse como un tipo de coloide en el que la fase dispersa y continua son liquidos. El
amplio estudio sobre sistemas coloidales desde principios del siglo XX permitid
establecer teorias sobre la estabilidad de coloides. El desarrollo de una teoria sobre la
estabilidad de los coloides liofobicos fue llevada a cabo en los afios cuarenta tanto por
Derjaguin y Landau (Unién Soviética) (Derjaguin & Landau, 1941) como por Verwey y
Overbeek (Holanda) (Verwey & Overbeek, 1948). Actualmente, esta teoria se conoce
por las iniciales de dichos autores: DLVO, y es una de las mds aceptadas sobre

estabilidad de sistemas coloidales y por tanto de las nano-emulsiones.
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Segun la teoria DLVO, los tipos de interacciones que tienen lugar en los coloides se

clasifican en dos grupos:
- Fuerzas atractivas de Van der Waals.
- Fuerzas repulsivas electrostaticas.

Las fuerzas intermoleculares atractivas de Van der Waals se basan en la contribucion de
tres factores: orientacidon (interacciones dipolo-dipolo), conocidas como fuerzas de
Keesom (Keesom, 1922); induccion (dipolo-dipolo inducido), que también reciben el
nombre de fuerzas de Debye (Debye, 1921) y dispersion (nube electrdnica), conocidas
como fuerzas de London (London, 1937). En general, las fuerzas de dispersion suelen
tener una importante contribucién, mientras que las fuerzas de orientacién e induccion
tienen una contribucion significativa solo cuando las moléculas son altamente dipolares
(Israelachvili, 1991). Las fuerzas repulsivas electrostaticas se deben a la interaccion de
la doble capa eléctrica, que estd compuesta de una capa fija adsorbida sobre la
superficie de la gota y de una capa difusa situada alrededor de la capa fija. Cuando se
produce un acercamiento entre gotas, las capas difusas interaccionan de forma

repulsiva. (Salager, 2007).

Cuando las gotas de una emulsién se acercan debido a su constante movimiento
aleatorio (movimiento browniano), la energia potencial de interaccion corresponde a la
suma de las contribuciones de fuerzas atractivas (Van der Waals) y repulsivas
(electrostaticas). El potencial de interaccion se obtiene a partir de la contribucién del
potencial atractivo y repulsivo. Segin la importancia relativa de ambas contribuciones,
se obtendran diferentes curvas de potencial de interaccidon. En la Figura 2 se muestran

tres ejemplos ilustrativos de curvas de potencial (Salager, 2007).
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Figura 2. Curvas de potencial de interaccion de las particulas coloidales en funcion de la
distancia entre particulas (adaptado de Salager, 2007).

Cuando predominan las fuerzas de atraccidn se produciria un acercamiento de gotas
hasta alcanzar el minimo primario de potencial, que se caracteriza por ser irreversible.
En esta situacion, tienen lugar los fendémenos de aglomeracion y coalescencia (sistema

inestable) (Figura 2, curva 1).

En ocasiones, existe un minimo secundario a larga distancia, asi como una barrera
energética que representa un maximo de repulsion (V) (Figura 2, curva 2). Este
minimo secundario corresponde a un estado de baja estabilidad, en el que la atraccion
entre gotas esta favorecida (floculacion). Dicho estado es reversible, de manera que se
puede recuperar la estabilidad del sistema (por ejemplo, mediante agitacion), y
restablecerse el estado en el que las gotas se encuentran separadas entre si. Para alcanzar
el minimo primario (desestabilizacion irreversible), las gotas de la emulsién deberan

superar la barrera energética representada por Vy,.

Cuando por el contrario predominan las fuerzas de repulsion, para que las gotas de la
emulsion se aglomerasen deberian superar la barrera energética representada por Vi,.
(Figura 2, curva 3). Dicha barrera energética es bastante mayor que la energia cinética
aportada por el movimiento browniano, por lo que es bastante improbable que tenga

lugar la atraccion entre gotas (sistema estable).
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Como se ha comentado en este apartado, la estabilidad de las nano-emulsiones depende
de diferentes factores. La desestabilizacion irreversible de un sistema de nano-emulsion
tiene lugar, segiin la teoria DLVO, cuando el sistema alcanza el minimo primario
(coagulacion de las gotas). Sin embargo, también puede haber desestabilizaciones

reversibles.

1.1.4. Procesos de desestabilizacion

Las emulsiones, como sistemas termodinamicamente inestables, tienden a evolucionar
hacia un estado de menor energia, y por tanto mayor estabilidad termodindmica. Dicho
estado de menor energia consiste en la separacion de fases. Los principales procesos de
desestabilizacion de las emulsiones son la sedimentacion y el cremado, la floculacion, la
maduracidon de Ostwald y la coalescencia (Figura 3). Los fenémenos de maduracion de
Ostwald y coalescencia producen cambios en el tamafio de gota y la distribucién de
poblacion (procesos irreversibles) (Taylor, 1998; Forgiarini, 2006), mientras que la
sedimentacion, el cremado y la floculacion no modifican dichos parametros (procesos

reversibles) (Tadros & Vincent, 1983).

Procesos de desestabilizacion reversibles Procesos de desestabilizacion irreversibles
________________________ '____________________I

Coalescencia

Floculacion

Separacion de fases Coalescencia

-

Separacion de fases

1
i
1
1
H §I\\ Emulsion

Maduracion de Ostwald

Figura 3. Procesos de desestabilizacion de las emulsiones.

Sedimentacion y cremado

Los fenémenos de sedimentacion y cremado son fendmenos migratorios, en los que se
produce una acumulacidn de gotas de la fase dispersa bien en la superficie (cremado) o
bien en el fondo (sedimentacion) de la muestra. La sedimentacién y el cremado son

procesos de desestabilizacion reversibles. Es decir, después de tener lugar un fenomeno
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de sedimentacion o cremado se puede recuperar la emulsion inicial. Normalmente esto
es posible simplemente mediante agitacion. La migracién de gotas hacia la superficie o
el fondo de la muestra dependeré de la densidad relativa de la fase dispersa respecto la
fase continua (Tadros & Vincent, 1983; Bibette, 1992). La velocidad de sedimentacion
o cremado de las gotas depende principalmente del tamafio de las mismas, la densidad
relativa de las fases continua y dispersa y de la viscosidad de la fase continua. Cuando
tiene lugar un fenémeno de sedimentacion o cremado, la zona hacia la cual han migrado
las gotas es mds rica en fase dispersa que en el resto del sistema, donde se produce, por
tanto, un fenomeno de clarificacidon. La recuperacion de la emulsion inicial es posible

debido a que las gotas no han perdido su identidad (Tadros & Vincent, 1983).
Floculacion

El fenomeno de floculacion consiste en una agrupacion de gotas de la fase dispersa que
da lugar a la formacion de agregados (floculos). Este proceso se produce cuando las
fuerzas de repulsidon no son suficientemente altas para mantener a las gotas separadas y
existe cierta atraccion entre ellas. No obstante, las gotas que forman dichas
agrupaciones mantienen su integridad e individualidad. Esto hace posible que el proceso

sea reversible y se pueda recuperar la emulsion (Tadros & Vincent, 1983).
Maduracion de Ostwald

La maduracion de Ostwald es un fenémeno de difusidon que consiste en la transferencia
de masa de las gotas mas pequefias hacia las més grandes. La presion de la fase dispersa
es mayor en las gotas pequefias que en las grandes, tal y como indica la ecuacion de

Laplace (Ecuacion 1) (Butt, 2003):

AP =2y /r Ecuacion 1

Donde P es la presion de Laplace, v es la tensidn superficial y r es el radio de la gota.

La diferencia de presion entre las gotas grandes y las pequefias es la causante del
fenomeno de difusion. No obstante, dicha difusion depende de la solubilidad de la fase
dispersa en la fase continua. Como se muestra en la ecuacion de Kelvin (Ecuacién 2),
cuanto mayor es el volumen de fase dispersa, mayor es su presion de vapor relativa, y

por tanto su solubilidad (Butt, 2003).
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P Vm 2 v
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Ecuacion 2
Donde P es la presion de vapor del liquido de la gota, Py es la presion de vapor del
liquido que forma la fase dispersa, y es la tension superficial, r es el radio de la gota, V,
es el volumen molar de la fase dispersa, R la constante universal de los gases ideales y

T la temperatura.

La teoria Lifshitz-Slyozov-Wagner (LSW) (Lifshitz & Slyozov, 1961; Wagner, 1961)
predice una relacion lineal entre el cubo del radio de las gotas (r°) y el tiempo (t). La
pendiente de dicha funcién corresponde a la velocidad de maduracion de Ostwald. En
dicha teoria se asume que la distancia entre las gotas (que se consideran esféricas) es
mucho mayor que el didmetro de gota, y que la cinética estd controlada por la difusion
molecular de la fase dispersa en la fase continua. Por consiguiente, seglin la teoria LSW,
la velocidad a la que tiene lugar el proceso de maduracion de Ostwald en emulsiones
tipo O/W es directamente proporcional a la solubilidad del aceite (fase dispersa) en el
agua (fase continua). La maduracion de Ostwald es, por tanto, un fendémeno de
desestabilizacion irreversible en el que se reduce la cantidad de gotas pequefias y se
produce un aumento del tamafio de las gotas mas grandes, (Taylor, 1998) y por
consiguiente, debido al pequefio tamafio de gota, esta favorecido en las nano-

emulsiones.
Coalescencia

El fenémeno de coalescencia se ve favorecido por los procesos de desestabilizacion
mencionados anteriormente: sedimentacion/cremado y floculacion. La coalescencia
implica una coagulacién entre las gotas, las cuales pierden su integridad e
individualidad, y conducen a la completa separacidon de fases. Cuando dos gotas entran
en contacto (por ejemplo, en la zona de sedimentacion, cremado, o en un foculo), se
forma una pelicula liquida muy fina entre ellas. La coalescencia resulta de la ruptura de
esta pelicula o film. Normalmente, la ruptura del film comienza en un punto especifico,

originando un adelgazamiento del film en esa region (Tadros y Vincent, 1983).

Los procesos de desestabilizacion mencionados en este apartado son validos tanto para
emulsiones como para nano-emulsiones. Sin embargo, las diferencias en el tamafio de

gota hacen que la probabilidad y la importancia de ciertos procesos sean distintas. En
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lineas generales, podria decirse que las nano-emulsiones poseen mayor estabilidad

cinética que las emulsiones debido a su menor tamafio de gota (Solans, 2003).

El pequefio tamafio de gota hace que las nano-emulsiones no se vean tan afectadas por
el proceso de sedimentacion como las emulsiones. Esto se debe a que el movimiento
browniano y por tanto la cinética de difusion de gotas pequefias suele ser mayor que la
cinética de sedimentacion inducida por la fuerza de la gravedad. Sin embargo, el
proceso de maduracion de Ostwald no suele intervenir apenas en la desestabilizacion de
las macroemulsiones, pero es el principal factor de desestabilizacion en las nano-
emulsiones. Esto se puede argumentar ficilmente atendiendo a la ecuacidon de Kelvin
(Ecuacién 2), que se puede expresar en términos de solubilidad de esta manera

(Wu,1998):

S(r) =S, exp(2yV,,))/TRT  .ccoviiiiiiieinaenne. Ecuacion 3

Donde S(r) es la solubilidad de la fase de una gota de radio r en la fase continua, Sy es la
solubilidad del liquido de la fase dispersa en la fase continua, y es la tension superficial,
Vi es el volumen molar de la fase dispersa, r es el radio de la gota, R la constante

universal de los gases ideales y T la temperatura.

Como se deduce a partir de dicha ecuacion, la solubilidad de las gotas es mayor cuanto

menor sea su tamafio.
1.1.5. Aplicaciones

Las nano-emulsiones son sistemas con un amplio campo de aplicaciones. Debido a su
pequefio tamafio de gota y su estabilidad cinética, las nano-emulsiones son de gran
atractivo para su utilizaciéon en disciplinas tan variadas como la industria de la

alimentacion, la cosmética, la medicina y farmacia o el disefio de nanomateriales.
Industria de la alimentacion

En la industria de la alimentacion las nano-emulsiones tienen diferentes funciones,
como la encapsulacidon de compuestos funcionales, la estabilizacién de aromas y sabores
o la preservacion de alimentos (Silva, 2012). Por ejemplo, las nano-emulsiones de tipo
O/W se han utilizado en bebidas para encapsular compuestos no solubles en medio
acuoso tales como vitaminas, isoflavonas o 4cidos grasos (McClements, 2011).

También se han empleado sistemas de nano-emulsidn para otorgar una mayor
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estabilidad frente a la oxidacion de productos alimenticios, aumentando de esta manera
su tiempo de vida util (Lante, 2013). Asimismo, la utilizacién de nano-emulsiones para
la preservacidon de alimentos mediante la incorporacion de agentes antimicrobianos en
las mismas también ha sido estudiada. Dichas nano-emulsiones contribuirian a una
mejor conservacion de alimentos mediante su aplicacion propiamente en los productos

alimenticios o bien en sistemas de empaquetado (Kuan, 2012).
Cosmética

En el campo de la cosmética, las nano-emulsiones son sistemas que presentan un gran
interés, debido a que pueden ser utilizadas como vehiculos de una amplia variedad de
productos de cuidado de la piel (Sonneville-Aubrun, 2004). De especial importancia son
las nano-emulsiones tipo O/W, ya que tienen la capacidad de contener aceites de uso
cosmético dispersados en la fase acuosa y mantener un aspecto translicido o
transparente con elevada fluidez. Debido a dichas propiedades, las nano-emulsiones se
han empleado en el campo de la cosmética para incorporar componentes tales como
acidos grasos, alcoholes grasos, ceras, aceites de silicona, co-enzimas, etc. (Quemin,
2005; Zuelli, 2006). Asimismo, diversas investigaciones ponen de manifiesto las
propiedades cosméticas de las nano-emulsiones, realizando estudios comparativos con
productos cosméticos convencionales. Por ejemplo, existen estudios que comparan la
velocidad de penetracion en la piel de nano-emulsiones con las correspondientes
macroemulsiones, los cuales indicaron que las nano-emulsiones estudiadas penetraban
mas rapidamente que las correspondientes macroemulsiones referencia. Otros estudios
sugieren que lociones corporales de nano-emulsion ofrecen una mayor hidratacion en la
piel, en comparacién con otros productos cosméticos como por ejemplo leche corporal

(Sonneville-Aubrun, 2004).
Medicina y farmacia

Las nano-emulsiones tienen una amplia aplicacion en el drea de medicina y productos
farmacéuticos como sistemas de liberacion de farmacos. Son diversas las
investigaciones en las que se estudia la solubilizacion de principios activos en nano-
emulsiones, tales como antitumorales (Venkateshwarlu, 2010; Alayoubi, 2013),
antiinflamatorios (Kandadi, 2012; Nanjwade, 2013) o calmantes (Araujo, 2011). Las
nano-emulsiones presentan la ventaja de poder ser administradas por via parenteral

(Kelmann, 2007), puesto que debido a su pequefio tamafio de gota no conllevan peligro
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de formacion de trombos cuando se inyectan en sangre. Asimismo, se han descrito
nano-emulsiones disefiadas para ser administradas por via oral (Date, 2007), asi como
por via topica (Shakeel, 2007). Por otro lado, otros estudios han puesto de manifiesto
que mediante la formulacion de nano-emulsiones es posible incrementar la
biodisponibilidad de principios activos, lo cual supone una ventaja respecto la
formulacion en suspension acuosa (Heshmati, 2013). Por consiguiente, el uso de nano-
emulsiones en el campo de la medicina y farmacia aporta avances y mejoras en lo que

respecta a los tratamientos de diferentes patologias.
Disefio de nanomateriales

Una importante aplicacion de las nano-emulsiones es su utilizacidon para la preparacion
de nanoparticulas. Las nanoparticulas obtenidas mediante el uso de nano-emulsiones
como plantilla pueden clasificarse en nanoesferas poliméricas (estructura soélida
homogénea en toda la particula), nanoparticulas solido-lipidicas (solid lipid
nanoparticles,SLNs) y nanocépsulas (estructura tipo nucleo-corteza) (Anton, 2008).
Generalmente, la preparacion de nanoparticulas a partir de nano-emulsiones consiste en
un proceso de dos etapas (Vauthier, 2008). La primera de ellas corresponde a la
preparacién de la nano-emulsion, que puede llevarse a cabo por métodos de alta o baja
energia, tal y como se describe en el apartado 1.1.2. La segunda etapa del proceso
consiste en la formacién de las nanoparticulas. En el caso de las nanoesferas
poliméricas, la formacion de nanoparticulas a partir de nano-emulsiones puede llevarse
a cabo siguiendo diferentes estrategias, tales como eliminacion del solvente
(Vanderhoff, 1979), gelificacion de las gotas de la nano-emulsiéon (Wang,1997),
mediante reaccidn de polimerizacidn en nano-emulsiéon (a partir de mondmeros)
(Antonietti, 2002) etc. En el siguiente apartado se describen con mas detalle las
nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones como plantilla: nanoesferas

poliméricas, nanoparticulas solido-lipidicas y nanocapsulas.
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1.2. Nanoparticulas

1.2.1. Nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones

En el presente apartado se describen, en lineas generales, las caracteristicas principales
de las particulas obtenidas a partir de nano-emulsiones, las cuales se pueden clasificar,
segin Anton ef al., en nanoparticulas solido-lipidicas, nanocépsulas y nanoesferas
poliméricas (Anton, 2008). Aparte de la utilizaciéon de nano-emulsiones como plantilla,
existen otros métodos de obtencion de nanoparticulas. Por ejemplo, las nanoparticulas
magnéticas se pueden preparar a partir de microemulsiones, mediante descomposicién
de precursores orgdnicos a alta temperatura, por precipitacion, etc. (Tartaj, 2003).
Asimismo, existen métodos basados en la sintesis de nanoparticulas en fase vapor, tales
como pirolisis en spray o sintesis en plasma térmico, entre otros (Swihart, 2003). Otros
métodos se basan en el autoensamblaje de macromoléculas o en procesos de

gelificacion idnica (Vauthier, 2008).

En este trabajo de tesis, se han empleado nano-emulsiones como plantilla para la
preparaciéon de nanoparticulas poliméricas a partir de un polimero preformado, la
etilcelulosa (EC), mediante el método de evaporacion del solvente. Por este motivo, se

prestard una mayor atencion sobre este método de preparacion.
1.2.1.1. Nanoparticulas sdélido-lipidicas (SLNs)

Las nanoparticulas solido-lipidicas consisten en nanoparticulas de naturaleza lipidica
que generalmente mantienen su solidez a temperatura fisiologica. El término “lipido” al
que se refieren este tipo de nanoparticulas incluye una amplia variedad de compuestos,
tales como triglicéridos, acidos grasos, esteroides o ceras (Saupe, 2006). Una forma de
preparar nanoparticulas solido-lipidicas es a partir de nano-emulsiones mediante
evaporacion del solvente (Sjostrom & Bergenstahl, 1992; Siekmann & Westesen, 1996)
o por difusidon del solvente (Leroux, 1995; Sah, 1996; Sah, 2000; Trotta, 2001). Se
emplean principalmente en el campo de la medicina y la cosmética, como vehiculos de
principios activos, y generalmente estan formadas por compuestos reconocidos como
seguros (Generally Recognised As Safe, GRAS). Este tipo de nanoparticulas ha sido
ampliamente investigado para la incorporacion de una gran variedad de principios

activos lipofilicos, tales como progesterona, retinol, cortisona, etc. (Mehnert, 2012).
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1.2.1.2. Nanocapsulas

Las nanocdpsulas se caracterizan por presentar una estructura nucleo-corteza (core-
shell), en la que generalmente el nicleo consiste en un liquido que contiene principios
activos y la corteza estd formada por un material polimérico sélido (Meier, 2002).
Principalmente, se puede distinguir entre nanocdpsulas con nucleo hidrofilico y
nanocapsulas con nucleo hidrofébico, segun la afinidad o solubilidad del liquido
contenido en el interior de la particula. No obstante, también cabe considerar las
nanocépsulas lipidicas, las cuales se definen cominmente como nanoparticulas con
estructura nucleo-corteza en las que el nucleo consiste en un liquido de naturaleza
oleosa y la corteza estd compuesta por un tensioactivo amorfo (Heurtault, 2002).
Generalmente, las nanocépsulas lipidicas se obtienen a partir de nano-emulsiones
preparadas por el método de emulsificacion de baja energia de inversion de fases
mediante un cambio de temperatura (phase inversion temperatura, PIT), y son
utilizadas habitualmente como sistemas de liberacion de farmacos (Huynh, 2009). Sin
embargo, las nanocépsulas poliméricas pueden formarse a partir de nano-emulsiones
preparadas tanto por métodos de baja energia como por métodos de alta energia (Anton,
2010). Asimismo, la obtencidon de nanocéapsulas con corteza polimérica suele llevarse a
cabo principalmente mediante dos métodos: polimerizacion interfacial in situ (a partir
de monomeros) (Lambert, 2000; Tiarks, 2001) o nanoprecipitacién de polimeros
preformados (Fessi, 1989). Las aplicaciones mas habituales de las nanocéapsulas
poliméricas corresponden al campo de la medicina, como sistemas de liberacion de
farmacos (Mora-Huertas, 2010), y al campo de la cosmética, principalmente en la

liberacion transdérmica de principios activos (Shin, 2010).
1.2.1.3. Nanoesferas poliméricas

La preparacion de nanoesferas poliméricas utilizando nano-emulsiones como plantilla
puede efectuarse principalmente mediante polimerizacidén en nano-emulsioén (Antonietti,

2002) o a partir de polimeros preformados (Landfester, 2002).

En el método de polimerizacion en nano-emulsion, las gotas de la fase dispersa estan
formadas por mondmero, el cual estd rodeado por el tensioactivo, que se ubica en la
interfase de la fase dispersa y continua. Generalmente, la mayoria de nano-emulsiones

utilizadas como plantilla en el método de polimerizacion en nano-emulsiéon estan
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preparadas mediante métodos de alta energia (Anton, 2008). Sin embrago, en los
ultimos afios es posible encontrar en la literatura un nimero creciente de investigaciones
que ilustran la preparacion de nanoparticulas poliméricas mediante polimerizacién en
nano-emulsion, partiendo de nano-emulsiones preparadas por métodos de baja energia
(Galindo-Alvarez, 2011). La reaccion de polimerizacion a partir de los monémeros, que
tiene lugar normalmente en las gotas de la nano-emulsidn, puede iniciarse por radicales
libres (Bradley, 2005) o puede inducirse mediante otros medios, tales como
catalizadores metélicos (Tomov, 2000), polimerizacion anidnica (Maitre, 2000) o

poliadiciéon (Landfester, 2000).

En la preparacion de nanoesferas poliméricas a partir de polimeros preformados, el
polimero se encuentra disuelto en la fase dispersa de la nano-emulsion. Por lo tanto, no
tiene lugar una reaccion de polimerizacidn, sino que se parte directamente de un
polimero, que puede ser de origen sintético (Blanco, 1997) o natural (Machado, 2012).
Este aspecto diferencia este tipo de preparacion de la reaccion de polimerizacion en
nano-emulsion, a partir de la cual s6lo se obtienen nanoparticulas de polimeros
sintéticos. Existe un amplio numero de investigaciones que ejemplifican la preparacioén
de nanoparticulas poliméricas a partir de un polimero preformado mediante el uso de
nano-emulsiones como plantilla, preparadas por métodos de baja energia (Spernarth,
2007; Beck-Broichsitter, 2010; Calderd, 2010). La formaciéon de nanoesferas
poliméricas a partir de este método, tiene lugar mediante la eliminacion del solvente de

la fase dispersa de la nano-emulsion por evaporacion, difusion o “salting out”.
Meétodo de evaporacion del solvente

Este método fue el primero desarrollado para la obtencion de nanoparticulas a partir de
polimeros preformados (Vanderhoff, 1979). En el método de evaporacion del solvente
la fase dispersa de la nano-emulsién estd formada por un polimero disuelto en un
solvente volatil, que es eliminado mediante evaporacion. El polimero es insoluble en la
fase continua y una vez evaporado el solvente, queda disperso en forma de
nanoparticulas. Algunos ejemplos de solventes organicos volatiles utilizados
frecuentemente en la preparacion de nanoparticulas son el benceno, tolueno y
diclorometano (André-Abrant, 2001; Spernarth, y Magdassi, 2007; Morales, 2007). No
obstante, actualmente el uso de estos solventes ha sido minimizado debido a su

toxicidad, y se ha ido reemplazando por solventes menos nocivos, como por ejemplo el
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acetato de etilo (Degoullies, 2003; Mandal, 2009; Calderd, 2011). La eliminacion del
solvente se puede llevar a cabo mediante evaporacion en vacio o bien a presidon

ambiental.

El método de emulsificacién-evaporacion de solvente ha sido ampliamente aplicado en
la preparacion de nanoparticulas poliméricas compuestas por acido polilactico (PLA),
acido polilactico-co-glicodlico (PLGA), policaprolactona (PCL) o etilcelulosa (EC)
(Degoullies, 2003; Vauthier, 2004; Avgoustakis, 2004; Caldero, 2011), cuya finalidad
consiste principalmente en su aplicacion como sistemas de liberacion controlada de

farmacos.
Difusion del solvente

Este método consiste en la formacion de una nano-emulsion de tipo O/W en la que el
solvente de la fase dispersa (donde se encuentra disuelto el polimero) es parcialmente
soluble en agua. Posteriormente al proceso de emulsificacion, la formacidon de
nanoparticulas poliméricas tiene lugar debido a la difusion del solvente desde la fase
dispersa hacia la fase continua de la nano-emulsion (Trotta, 2001). Se han desarrollado
diferentes técnicas basadas en el proceso de difusion del solvente, como por ejemplo la
formacién de una nano-emulsion en la que la fase dispersa estd formada por el polimero
disuelto en un solvente saturado de agua, y la continua por agua saturada del solvente
(que forma la fase dispersa). Después de la emulsificacion, se induce una rapida
difusion del solvente de la fase dispersa mediante destilacion (Quintanar-Guerrero,
1999). Otra técnica empleada es la formacion de una nano-emulsion tipo O/W seguido
de la dilucién del sistema de nano-emulsidon con agua pura, lo cual provoca un proceso
de difusion del solvente desde la fase dispersa de la emulsion hacia la continua, dando

lugar a la formacidn de nanoparticulas (Trotta, 2001).
“Salting out”

El método “salting out” es muy similar a los procedimientos utilizados en las técnicas
de difusion del solvente. De hecho, podria incluirse como una técnica de difusion del
solvente, ya que es el proceso inducido para la obtencion de nanoparticulas. No
obstante, la técnica “salting out” se diferencia principalmente por la composicion del
sistema de nano-emulsion. El solvente en el que se encuentra disuelto el polimero (que

formard la fase dispersa) es totalmente miscible con agua. Sin embrago, el proceso de

20



Introduccion

emulsificacion tiene lugar gracias a la adicion de una alta concentracion de sal en la fase
acuosa (Quintanar-Guerrero, 1998; Pinto Reis, 2006; Mendoza-Mufioz, 2012). Los
electrolitos de la fase acuosa retienen las moléculas de agua, modificando las
propiedades de miscibilidad del agua con el solvente que forma la fase dispersa y
permitiendo de este modo la formaciéon de una nano-emulsion. La obtencion de
nanoparticulas se consigue mediante dilucion del sistema. Al afiadir agua pura a la
emulsion, la concentracion de sales disminuye, aumentando la miscibilidad del agua con
el solvente de la fase dispersa. Esto induce un proceso de difusion del solvente hacia la

fase continua, dando lugar a la formacion de nanoparticulas (Allémann, 1997).
1.2.2. Nanoparticulas poliméricas: usos y aplicaciones

La nanotecnologia ha impulsado en los ultimos afios nuevas lineas de investigacion
enfocadas al desarrollo de nanomateriales para su uso en diferentes dmbitos, como por
ejemplo en medicina y farmacia (Datta, 2006; Devalapally, 2007), en la industria de la
alimentacion (Sozer,2009), en agricultura (Pérez-de-Luque, 2013), en cosmética
(Morganti , 2010; Raj, 2012), en la industria textil (Wong, 2006; Coyle, 2007) o en el
sector de la construccidon (Pacheco-Torgal, 2011; Akhnoukh, 2013). Respecto a las
nanoparticulas poliméricas, la mayoria de las lineas de investigacion se centran en su
aplicacién en el campo de la medicina como vehiculos para la liberacidon controlada de
farmacos (Nagarwal, 2009; Rollerova, 2011; Locatelli, 2012; Patel, 2012; Cheng,
2013). En este aspecto, se han realizado numerosos estudios sobre nanoparticulas
biocompatibles y biodegradables debido a  las ventajas que ofrecen estos
nanomateriales en cuanto a encapsulacion del firmaco, control de su liberacion y
penetracion intracelular. Algunos de los polimeros mas utilizados son el &cido
polilactico (PLA), el acido polilactico-co-glicolico (PLGA), la policaprolactona (PCL),
el quitosano o la gelatina (Hans y Lowman, 2002; Mandal, 2013).

Aparte del uso como vehiculo en el area de la medicina, la encapsulacion de
nanoparticulas de diferente naturaleza en matrices poliméricas ofrece la posibilidad de
utilizar este tipo de materiales en distintas aplicaciones. Los materiales conocidos como
nanocomposites poliméricos se definen normalmente como nanoparticulas poliméricas
que contienen nanoparticulas de diferente naturaleza (generalmente inorgéanicas) y
menor tamafio en la matriz polimérica. Es el caso, por ejemplo, de los nanocomposites

poliméricos (polietileniminas, 6xidos de polietileno, alcohol polivinilico, etc.) que
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incorporan nanoparticulas de plata para su uso como agentes antimicrobianos (Dallas,
2011). Otra aplicacion consiste en la eliminacion de metales pesados mediante el uso de
nanocomposites formados por nanoparticulas magnéticas incorporadas en matrices
poliméricas (Takafuji, 2004). Como estos, se podrian mencionar otros muchos ejemplos
en los que se emplean matrices poliméricas que incorporan diferentes compuestos. En
funcion de las caracteristicas de los componentes que forman dichos materiales y de las
propiedades que adquieren segin su forma y tamafio, estos nanocomposites tendran
aplicaciones como materiales Opticos, en fotocatélisis, como agentes antibacterianos,

etc. (Kango, 2013).

En este trabajo de tesis se ha empleado como polimero para la formacion de
nanoparticulas la etilcelulosa (EC). La etilcelulosa es un éter de celulosa formado por
reaccion del cloruro de etilo con celulosa alcalina. Es insoluble en agua y soluble en la
mayoria de los solventes orgéanicos. Este polimero se caracteriza por ser un material
estable, ligeramente higroscopico. Es inerte frente al ataque de soluciones basicas y
resistente a soluciones salinas y a la oxidacidn, en unas condiciones de temperatura por
debajo de su punto de reblandecimiento (133-138°C). Ya desde la primera mitad del
siglo XX, debido al conocimiento de las propiedades de termoplasticidad y flexibilidad,
se hacia uso de la etilcelulosa en la elaboracidon de plasticos, films, pinturas, lacas, etc.
(Koch, 1937). Actualmente las aplicaciones de la etilcelulosa son todavia mas extensas.
Su uso destaca sobre todo en aplicaciones farmacéuticas. Se utiliza frecuentemente para
liberacion controlada de farmacos, proteccion de ingredientes reactivos o sensibles al
agua y en la preparacion de granulados y comprimidos. Ademads de su utilidad en el area
farmacéutica, la etilcelulosa se usa en diferentes ambitos para la obtencion de diversos
productos, tales como cosméticos, embalaje de alimentos, tintas de impresion, pinturas,

recubrimientos, etc. (Dow Cellulosics, 2005).

Las propiedades presentadas por la etilcelulosa han hecho de este polimero un material
de interés para la preparacion de nanoparticulas. Se han estudiado diferentes métodos
para la obtencion de nanoparticulas poliméricas de etilcelulosa (Allémann, 1992;
Degoullies 2003; Caldero, 2011). La principal aplicacion de las nanoparticulas de
etilcelulosa es la encapsulacion de farmacos, con el objetivo de conseguir una liberacion
controlada. Se encuentran numerosos ejemplos en la literatura que describen el uso de la
etilcelulosa como vehiculo de diferentes principios activos, como por ejemplo, la

encapsulacion de diclofenaco sodico para el tratamiento de artritis (Arias, 2009), la
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encapsulacion de nimesulida, que actua como antiinflamatorio (Ravikumara, 2009) o

nanocapsulas que contienen cisplatino para el tratamiento del cancer (Kumar, 2011).

En el presente trabajo se han preparado nanoparticulas de etilcelulosa para su uso como
vehiculo de un filtro solar organico y su posterior aplicacion sobre tejido de algodon

con la finalidad de obtener textiles funcionales con proteccion UV.

1.3. El tejido de algodon

El algodon es la fibra natural de origen vegetal mas utilizada a nivel mundial. Gracias a
las propiedades de transpirabilidad y el confort que ofrecen los tejidos de algoddn, los
textiles obtenidos a partir de estas fibras son ideales para su uso en climas calidos. No
obstante, las fibras de algodén por si mismas no presentan una adecuada proteccion
frente a la radiacidn ultravioleta. Por lo tanto, el tejido de algoddn se ha considerado un
candidato apropiado para la preparacion de textiles con proteccion UV. En los
siguientes apartados se describen las propiedades y usos del tejido de algoddén, asi como
los principales métodos de obtencidn de tejidos funcionales mediante la aplicacion de

nanomateriales, haciendo énfasis en los tejidos funcionales de proteccion UV.
1.3.1. Caracteristicas de la fibra de algodon

El algoddn es la fibra natural de mayor importancia a nivel mundial, debido a su elevada
calidad y bajo costo. La composicion del algodon es mayoritariamente celulosa (94%),
aunque también contiene pequefias cantidades de materias nitrogenadas, grasas, ceras y
materias minerales (Gacén, 1987). En la Tabla I se indica la composicion quimica de la

fibra de algodon.
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Tabla I. Composicidén quimica de la fibra de algoddn, adaptado de Gacén (1987).

Composicion de la fibra de algodon

Componente
(% en peso sobre peso seco)
Celulosa 94
Proteina 1,3
Sustancia péptica 1,2
Ceras (solubles en alcohol) 0,6
Cenizas 1,2

Las cadenas de celulosa presentan interacciones intercatenarias mediante puentes de

hidrégeno, confiriendo a las fibras cierta orientacion o cristalinidad. El grado de

cristalinidad determina las propiedades de durabilidad, resistencia y absorcion, que

hacen del algodén una fibra de elevado valor (Wakida, 2000; Wakelyn, 2007; Lockuan,

2012). Comunmente, el grado de cristalinidad del algodén se sitiia aproximadamente

alrededor del 70%, no obstante, dependiendo de la variedad de algododn, la cristalinidad

puede oscilar entre el 50% y el 90% (Hindeleh, 1980; Abdel-Rehim, 1993). La

estructura de una fibra de algodon cruda consiste principalmente en las siguientes partes

(desde el exterior al interior de la fibra): la cuticula, la pared primaria, la capa

envolvente, la pared secundaria, que estd compuesta por varias capas, y el lumen

(Figura 4).

Figura 4. Estructura de una fibra de

http://www.ars.usda.gov/images/docs/4027_4211/crossection.png).

algodon

obtenida  de:

La cuticula es la parte externa de la fibra y consiste principalmente en una capa cerosa,

que también contiene pectinas y materia proteica. Su funcién es proteger al resto de la

fibra mediante un recubrimiento resistente al agua, el cual otorga propiedades
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hidrofobas al tejido de algodon crudo. Bajo la cuticula se encuentra la pared primaria,
que corresponde a la fina pared original de la célula. Estd compuesta por celulosa,
polimeros no celuldsicos, materia péptica, cérea y proteica, azdcares neutros y acido
uronico. La porcion celuldsica de la pared primaria estd formada por una red de
microfibrillas celuldsicas entrelazadas entre si. La capa inferior a la pared primaria se
conoce como capa envolvente, y actia como una capa de transicidon entre la pared
primaria y la secundaria, que constituye la parte méas importante y de mayor grosor de la
estructura de la fibra. La pared secundaria esta formada por diversas capas concéntricas
de celulosa, su composicion es practicamente 100% celulosa y constituye el
componente mas importante de la fibra. Tanto la capa envolvente como la pared
secundaria contienen fibrillas celuldsicas. La parte mas interna de la fibra esta
constituida por un canal hueco central, conocido como lumen. La pared del lumen
presenta mayor resistencia a algunos reactivos que las capas de la pared secundaria. El
tamafio y forma del lumen varia de junas fibras a otras. Generalmente, contiene materia
solida nitrogenada, procedente de restos solidos del protoplasma vivo. La longitud de
las fibras de algoddn oscila entre 22 y 35 mm, y su didmetro puede variar tipicamente

entre 11 y 22 um, dependiendo del tipo de algodon (Gacén, 1987; Hsieh, 2007).

La disposicion de los filamentos que constituyen la estructura de la fibra da lugar a
capilares de diferentes tamafios a lo largo de los cuales los liquidos pueden ser
difundidos por capilaridad. Este fenomeno, junto con la hidrofilia que presenta la
celulosa, explica la elevada capacidad absorbente de las fibras de algodon (Hamdaoui,
2006; Sharabaty, 2008; Zhu, 2013). Debido a dicha capacidad de absorcion, las fibras
de algoddén presentan diferentes contenidos de agua segun la humedad relativa del
ambiente. Generalmente, en las fibras celuldsicas el agua actia como plastificante. Es
decir, la presencia de agua genera un descenso de la temperatura de transicion vitrea
(Tg) de las zonas amorfas de las fibras. Este efecto se atribuye principalmente a que las
moléculas de agua situadas entre las cadenas poliméricas reducen la energia de cohesion
de éstas y rompen puentes de hidrogeno intercatenarios formados entre los grupos
hidroxilo de la celulosa. Como consecuencia, la temperatura a la cual la zona amorfa del
polimero alcanza una mayor movilidad y flexibilidad (temperatura de transicion vitrea)
desciende (Ogiwara, 1970; Batzer, 1981). Un método utilizado para predecir la
variacion de la temperatura de transicion vitrea segtin el contenido de agua del algodon

es la aplicacion del modelo de Fox (Fox, 1956). Este modelo establece una relacion de
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dependencia entre la temperatura de transicion vitrea y la composicidn quimica,
aplicable a copolimeros o a homopolimeros en presencia de un agente plastificante (en
este caso el agua). Por lo tanto, en el caso del algoddn, el modelo de Fox relaciona la

transicion vitrea del polimero con el contenido de agua (Ecuacion 4).

1-&4_&

= Ecuacion 4
Tg Tgp Ty

w

Donde Tg, y Tew son, correspondientemente, la temperatura de transicion vitrea del
polimero y el agua (Johari, 1987), y w, y w,, son las correspondientes fracciones en

peso del polimero y del agua.

Por consiguiente, un aspecto a tener en cuenta sobre las propiedades del algodon es que
su comportamiento térmico varia en funcion de las condiciones de humedad relativa del

ambiente.
1.3.2. Obtencion del tejido de algodon a partir de las fibras

Para la obtencion del tejido de algoddn, las fibras de algodén extraidas del fruto de
plantas del género Gossipium deben pasar por diversos procesos, los cuales se pueden
dividir en diversos bloques: limpieza de la fibra de algoddén, formacion del hilo,

formacion del substrato textil y proceso de acabado del tejido.

Después de la recoleccion del algodon, las fibras se obtienen mediante diversos
procesos. Inicialmente se procede al desmotado del algodon, que consiste en separar las
fibras de algodon de las semillas y otras materias, tales como cascarillas o tierra. Una
vez finalizado el proceso de desmotado, se procede a la limpieza de las fibras, que suele
tener lugar mediante procesos de lavado a fondo en los que se emplean diversos
productos, tales como agentes alcalinos, tensioactivos, emulsiones y solventes organicos
(Tomasino, 1992a). Las fibras limpias se almacenan en balas, a partir de las cuales se
inicia el hilado. El estiramiento y empaquetamiento paralelo de fibras se lleva a cabo
mediante la operacion de cardado. A continuacion, el peinado elimina las fibras cortas y
alinea las fibras limpias para obtener hebras de fibras largas y uniformes. El mechado es
un proceso de estirado que se realiza previamente al hilado. La formacién de hilos de
algodén tiene lugar mediante la torsion en la hebra de la fibra, que otorga integridad y

resistencia al haz de fibras. El proceso de hilado se puede llevar a cabo principalmente
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mediante tres tecnologias: la hilatura de anillos, la hilatura open end (o de rotor) y la

hilatura por chorro de aire (vortice) (www.guiadealgodon.org/guia-de-algodon/hilado).

A partir de los hilos se confecciona el tejido, que se puede clasificar principalmente en
dos tipos: tejido plano y tejido tricotado (o de punto). El tejido plano consiste en el
entrelazado de los hilos en angulo recto. Para ello existen diversos patrones cuya
seleccion depende del uso final del tejido. En la técnica del tricotado, a diferencia del
tejido plano, los hilos se entrelazan formando bucles unos alrededor de los otros

(www.guiadealgodon.org/guia-de-algodon/tejeduria).

Generalmente, el algodén es tratado mediante diversos procesos, utilizados con la
finalidad de mejorar las propiedades y el aspecto final del algodén. Dichos procesos
pueden ser aplicados en fibras, en hilos o en el tejido de algoddén. Existen distintos
tratamientos, segun las propiedades que se quieran conseguir; algunos de los mas

comunes son el blanqueamiento y el mercerizado.

El blanqueamiento consiste en eliminar el amarillamiento del algodon, procedente de la
materia no celuldsica, mediante aplicacion de agentes quimicos tales como el
hipoclorito de sodio (Gulrajani, 1985; Sukumar, 1987) o el perdxido de hidrogeno
(Sukumar, 1985; Zeronian, 1995). En los productos de algodén “no tejidos” el proceso
de blanqueamiento suele llevarse a cabo sobre las fibras de algodon virgen,
conjuntamente con procesos de lavado, formando un ciclo continuo, con la finalidad de
otorgar al algodon una buena capacidad de absorcion, blancura y pureza
(http://www.cottoninc.com). El mercerizado es un tratamiento que se lleva a cabo
generalmente en tejidos celuldsicos con el objetivo de conseguir un mayor brillo y
suavidad, mejorando también la afinidad al tinte y la resistencia de la fibra.
Comunmente este proceso se realiza mediante la impregnacion del algodén en una
solucion concentrada de hidroxido de sodio (19-26% NaOH), la cual genera un
hinchamiento de las fibras de algoddn, rompiendo puentes de hidrégeno y debilitando la
interaccion mediante fuerzas de van der Waals entre las cadenas de celulosa. Una vez
eliminado el hidréxido de sodio, las cadenas de celulosa se reordenan y reorientan, de
tal manera que la estructura cristalina de la celulosa cambia de celulosa I a celulosa II, y
las zonas amorfas quedan mas abiertas. Esta reorganizacion en la estructura de las fibras
es la que da lugar a los cambios producidos en las propiedades del algodén (Tomasino,

19925).
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1.3.3. Usos del tejido de algodon

El algodén es la principal materia prima de la industria textil en el mundo. Las
propiedades de esta fibra natural confieren al tejido unas caracteristicas adecuadas para
su uso como prenda de vestir, ya que el tejido de algodén es ligero, posee una elevada
capacidad de absorcion de humedad, no irrita la piel y es transpirable
(cottonaustralia.com.au; Sewing and Craft Alliance, 2008). De hecho, el uso del
algodon en prendas de vestir se remonta a civilizaciones muy antiguas. Actualmente, la
utilizacion del tejido de algodon se ha extendido a otras aplicaciones, como por ejemplo
la fabricacion de filtros para acondicionadores de aire, cascos de seguridad, carpas,

gasas médicas para vendajes, lonas, etc. (Gacén, 1991).

El desarrollo de materiales textiles avanzados ha sido estudiado para la obtencién de
productos con nuevas o mejoradas prestaciones, de aplicacion en el sector de la
construccioén (Villalba, 2002), higiene y cosmética (Singh, 2011), ropa de proteccion
(Bajaj, 1992; Holmér, 2006) o textiles médicos y hospitalarios (Ponsa, 2002), entre

otros.

1.4. Textiles de valor anadido: tejidos funcionales

mediante la aplicacion de nanoparticulas

En la industria textil la nanotecnologia permite el desarrollo de nanomateriales que
pueden ser incorporados a los tejidos, consiguiendo propiedades como por ejemplo
antibacterianas, autolimpiables, transpirables, etc. (Sawhney et al., 2008). De esta
manera, se pueden obtener materiales innovadores, como son los textiles inteligentes y
los textiles funcionales. Los textiles inteligentes son aquellos que responden a cambios
producidos en el entorno, es decir, son sensibles a estimulos externos como el pulso
cardiaco o la temperatura y procesan la informacion recibida, ofreciendo una
determinada respuesta (Coyle, 2007). Se conoce como textiles funcionales a aquellos
dotados de propiedades que les confieren cierta funcionalidad, como los tejidos
antibacterianos o autolimpiables (Perepelkin, 2005). Dichos textiles, por tanto,
adquieren su funcionalidad debido a las caracteristicas del nanomaterial aplicado sobre
el sustrato textil. A diferencia de los textiles inteligentes, no necesitan de un estimulo
externo, sino que bajo las condiciones de entorno habituales poseen ciertas propiedades

que les distinguen de los textiles convencionales.

28



Introduccion

Son diversas las técnicas empleadas para la incorporaciéon de nanomateriales en
sustratos textiles (Joshi, 2011). Segun la etapa del procesado textil en la que se
incorporan los nanomateriales, se pueden distinguir principalmente dos tipos aplicacion:
la incorporacidn durante el proceso de hilatura o la deposicion en el proceso de acabado
del tejido. La introduccién de nanomateriales durante el proceso de hilatura puede tener
lugar mediante el hilado de nanofibras (Greiner, 2008; Dabirian, 2012) o bien mediante
la incorporacion de nanoparticulas durante la hilatura (Sezen, 2008; Sreekumar, 2009;
El-Dessouky, 2011). En referencia a la aplicacién de nanoparticulas sobre sustratos
textiles, cabe comentar que los métodos de aplicacion empleados no difieren
significativamente de aquellos utilizados en la aplicacién de microparticulas para la
obtencion de textiles funcionales, sobre los cuales se encuentran numerosos
antecedentes, y se basan principalmente en métodos convencionales de acabado textil
(Coombes, 2001; Tebbe, 2002; Specos, 2010). En cuanto a la aplicaciéon de
nanomateriales en el proceso de acabado del tejido, se puede diferenciar entre la
deposicion de nanofilms y la aplicacion de nanoparticulas. La deposicion de nanofilms
consiste en el revestimiento de la superficie textil con films de grosor nanométrico que
confieren al tejido determinadas propiedades (Volkov, 2009; Yang, 2009; Gorberg,
2013). En cambio, mediante la aplicaciéon de nanoparticulas, las fibras textiles no
quedan completamente recubiertas como en el caso de los nanofilms, sino que las
nanoparticulas quedan distribuidas sobre la superficie (Li, 2007; Budama, 2013;
Radeti¢, 2013a). Este tipo de aplicacion es el empleado en el presente trabajo de tesis,
en el que se ha llevado a cabo la deposicién de nanoparticulas funcionales de
etilcelulosa como proceso de acabado textil para dotar de proteccion UV al tejido de

algodon.

1.4.1. Incorporacion de nanoparticulas en el proceso de acabado

textil

Se han realizado numerosas investigaciones sobre la aplicacion de nanoparticulas en
materiales textiles para conseguir tejidos funcionales con diferentes aplicaciones (ten
Breteler, 2002; Dastjerdi, 2010; Gowri, 2010). En la deposicion de las nanoparticulas
sobre dichos sustratos, la adhesion juega un papel importante. La adhesion depende de
las caracteristicas tanto de la nanoparticula como del sustrato textil. En lo que concierne

a la adhesion de nanoparticulas poliméricas, cabe considerar la posible contribucién de
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diferentes tipos de interacciones: interacciones fisico-quimicas, que dependen de la
energia libre superficial de cada uno de los sustratos; interacciones mecanicas, debido al
entrelazamiento de cadenas poliméricas, y formacion de enlaces covalentes entre las
nanoparticulas y el sustrato textil. El trabajo de adhesion total necesario para separar las
nanoparticulas del sustrato textil dependerd de las interacciones fisico-quimicas y de la
posible contribucion de interacciones mecanicas y/o enlaces covalentes, las cuales

requieren un mayor aporte de energia (Molina, 2010).

Existen diversos métodos para la modificacion de superficies textiles mediante la
aplicacién de nanoparticulas (Dastjerdi, 2010), los cuales, como se ha comentado
anteriormente, no difieren de los métodos establecidos para la aplicacion de
microparticulas. Algunos de ellos se basan en la activacion de la superficie textil para
crear sitios reactivos que puedan formar enlaces con las nanoparticulas, como por
ejemplo los tratamientos con plasma (Gorjanc, 2010) o la irradiacion con luz UV (Deng,
2009). Otros métodos consisten en el recubrimiento previo de la superficie con un
polimero que se adhiera permanentemente al tejido, formando una plataforma reactiva.
Las particulas, que se depositan posteriormente sobre el tejido recubierto, deben tener la
capacidad de reaccionar con el polimero aplicado. Finalmente, la fijacion se lleva a cabo
mediante un proceso de curado en el que tiene lugar la reaccidn entre las nanoparticulas
y el polimero, que actia como adhesivo (Li, 2008). Asimismo, el proceso de acabado
textil convencional “foulard-secado-curado” (pad-dry-cure) se utiliza también como
tratamiento del tejido con dispersiones coloidales para la aplicacion de nanoparticulas
sobre la superficie textil. Este método consiste en la inmersion del tejido en la
dispersion de nanoparticulas seguido del paso del tejido por el foulard. El foulard
consiste en unos rodillos que ejercen una presion homogénea. El paso del textil a través
de estos rodillos elimina el exceso del liquido correspondiente al bafio de impregnacion
y homogeneiza la superficie. A continuacidn, se procede al secado del tejido y por
ultimo, se lleva a cabo el curado. El curado es la etapa en la cual tiene lugar la fijacién
de las nanoparticulas sobre el sustrato textil. Este proceso se lleva a cabo normalmente
mediante la aplicacion de alta temperatura, la cual induce la reaccion quimica o
favorece el entrelazamiento de las cadenas poliméricas en la interfase nanoparticula-
sustrato, mejorando asi la adhesion de la nanoparticula sobre la superficie textil (Lee,
2004; El shafei, 2011). La metodologia de acabado textil conocida como pad-dry-cure

presenta la ventaja de ser facilmente escalable, y por tanto puede ser desarrollada tanto a
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nivel de laboratorio como a nivel industrial. Asimismo, la mayoria de industrias textiles
cuentan con este tipo de maquinaria. Este es un aspecto a tener en cuenta, ya que es de
gran importancia no soélo el desarrollo de textiles funcionales con diferentes
aplicaciones, sino la posibilidad de producirlos a gran escala y asi conseguir que sean

accesibles para el publico.

1.4.2. Ambitos de aplicaciéon de los textiles funcionales:

consideraciones sobre el tejido de algodon

En este apartado se comentaran las aplicaciones mas frecuentes de los tejidos de
algodén funcionales obtenidos a partir de la incorporacion de nanoparticulas como

proceso de acabado textil.

El algodon es la fibra natural de mayor uso a nivel mundial. Como ya se ha mencionado
anteriormente, no solo se emplea para la elaboracion de prendas de vestir, sino que su
uso como textil médico y otras aplicaciones tales como fabricacién de lonas o textiles
para vestimenta de proteccion estd muy extendido. Esto hace del tejido de algodon un

buen candidato como sustrato textil para el desarrollo de tejidos funcionales.

Las nanoparticulas de plata y de dxidos metédlicos son, con diferencia, las mas
extensamente empleadas en la modificacion de superficies textiles y obtencion de
tejidos funcionales. Las nanoparticulas de plata destacan por su elevada actividad
antimicrobiana, propiedad de gran utilidad para su aplicacion en textiles de uso médico
(Zhang, 2009; Hebeish, 2011; Radeti¢, 20135). En cuanto a la incorporacidon de 6xidos
metalicos sobre tejido de algoddn se podria resaltar el uso de nanoparticulas de TiO, las
cuales tienen la capacidad de conferir al tejido propiedades de auto-limpieza, actividad
fotocatalitica, y proteccion frente a la radiaciéon UV (Karimi, 2010; Mihailovi¢, 2011).
Otro o6xido metalico usado para la obtencion de tejidos de algodon funcionales es el
oxido de zinc, ZnO. Las nanoparticulas de ZnO aplicadas sobre el sustrato textil de
algodén dotan a éste de propiedades antimicrobianas y proteccion UV (Yadav, 2006;

Becheri, 2008; Anita, 2010).

Otros tipos de nanoparticulas utilizados para la obtencion de tejido de algodon funcional
son las nanocépsulas nucleo-corteza (core-shell), como por ejemplo nanocépsulas de
quitosano que contienen en su interior otros compuestos tales como fragancias,

extractos de plantas o aceites esenciales. De esta manera es posible la obtencion de
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tejidos con aroma de larga duracidon (Hu, 2012), tejidos antimicrobianos (Rajendran,
2013) o textiles anti-dcaros (Jarupaiboon, 2007). Asimismo, se han llevado a cabo
estudios sobre la preparacion de textiles funcionales mediante la aplicacion de
nanocomposites, que consisten generalmente en nanoparticulas formadas por una matriz
polimérica que a su vez contienen nanoparticulas de otro material y de menor tamaiio.
La funcion del polimero suele ser proteger a las nanoparticulas contenidas, evitar la
agregacion entre éstas y facilitar la adherencia al tejido. Mediante la aplicacion de
nanocomposites poliméricos sobre materiales textiles se pueden obtener tejidos de

algoddn con diferentes funcionalidades (Gowri, 2010).

1.4.3. Tejidos funcionales con proteccion UV

1.4.3.1. Efectos nocivos de la radiacién UV

La fraccion ultravioleta de la radiacidon solar causa efectos perjudiciales sobre la piel
que tienen lugar por acumulacidn a lo largo del tiempo. La exposicion prolongada al sol
puede provocar cancer de piel, asi como otros problemas de salud tales como eritemas o
envejecimiento prematuro de la piel. La Comision Internacional de la Iluminacién (CIE)
clasifica la radiacidn ultravioleta en tres zonas, segun su efectividad fotobiologica: UVA

(315-400nm), UVB (280-315nm) y UVC (100-280nm) (CIE, 1993).

La radiacion UVC es letal para el ser humano, pero es absorbida antes de llegar a la
superficie terrestre (Seidlitz, 2006). Entre las radiaciones UVA y UVB, la radiaciéon
UVB es la mas nociva, ya que puede provocar dafios en el ADN y cancer de piel. La
radiacion UVA es menos perjudicial, necesitando una mayor exposicion para llegar a
provocar efectos cronicos (Lucas, 2006). Debido al diferente efecto que causa la
radiacion UV en funcién de la longitud de onda, la CIE ha establecido como medida
estandar de referencia un espectro eritemal E, (Figura 5), en el que se expresa la accion
eritemal relativa en funcidn de la longitud de onda para el intervalo de radiacion UV
que alcanza la superficie terrestre (UVA y UVB). Este espectro es un modelo para la
susceptibilidad de la piel caucédsica a las quemaduras solares (eritemas) que fue
propuesto por McKinlay y Diffey y adoptado como un estindar por la Comision

Internacional de la [luminacion (McKinlay & Diffey, 1987).
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Figura 5. Espectro de accion eritemal EA CIE (McKinlay & Diffey, 1987).

El espectro de accion eritemal se obtuvo mediante irradiacién con luz monocromatica a
todas las longitudes de onda sobre diferentes sujetos de piel caucésica. A partir de este
ensayo se determind la dosis critica de radiacién (J/m?) que produce un eritema
(enrojecimiento de la piel). El espectro de accidn eritemal representa la inversa de la
dosis critica en funcidén de la longitud de onda. Por consiguiente, cuanto menor es la
dosis critica necesaria para provocar un eritema, mayor es la accidn eritemal relativa, tal
y como como se muestra en la Figura 5. El espectro E; indica que el intervalo de
longitudes de onda entre 280 y 300 nm es el que presenta mayor accidon eritemal. A
partir de una longitud de onda de 300 nm, se observa un descenso de la accidn eritemal
a medida que aumenta la longitud de onda. Por lo tanto, cuanto mayor es la longitud de
onda, mayor es la dosis de radiacion necesaria para producir un eritema. La radiacion
UV que alcanza la superficie terrestre consiste en un 94% de radiacion UVA y un 6% de
radiacion UVB. Sin embargo, la radiacién que causa quemaduras sobre la piel humana
(irradiancia eritemal) consiste en un 17% de radiacion UVA y un 83% de radiacion
UVB (www.temis.nl). Por este motivo, la proteccién de la piel frente a la radiacién

UVB adquiere mayor importancia.

Para prevenir los efectos nocivos de la radiacién UV son necesarios tanto la aplicacion
de cremas o lociones solares como el uso de prendas de vestir que proporcionen una
proteccion adecuada. Estas medidas protectoras son especialmente recomendables para

las poblaciones que habitan en zonas climatoldgicas extremas, las actividades laborales
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al aire libre, los deportes en los que existe una prolongada exposicion al sol o
determinadas enfermedades cutdneas. Asimismo, los textiles con proteccion UV
también son de utilidad en la fabricacion de lonas, toldos o carpas ideados para proteger

diferentes espacios de la radiacidn solar (Saravanan, 2007; Tomljenovi¢, 2010).
1.4.3.2. Evaluacion de la proteccion UV de materiales textiles

Para evaluar la proteccion frente a radiacion UV de los tejidos la técnica mas
ampliamente utilizada es la técnica in vitro conocida como determinacion del factor de
proteccion ultravioleta (UPF) (Algaba, 2002). Dicha técnica se basa en la medida de la
radiacion transmitida a través de un tejido que es irradiado con luz ultravioleta. Por lo
tanto, el UPF es la medida cuantitativa de la efectividad de un tejido para proteger la
piel frente a la radiacion UV. En la evaluacion del grado de proteccion de un tejido
frente a la radiacion ultravioleta se tiene en cuenta la diferente accion eritemal de la
radiacion UV sobre la piel segtin la longitud de onda (Figura 5). Por ello se da més peso
a la fraccidn de la radiacion maés nociva (radiacion UVB), siendo la contribucion de la

radiacion UV A proporcional al menor perjuicio que ésta supone.

La primera norma establecida para la determinacion de la proteccidon de los tejidos
frente a la radiacién UV fue desarrollada conjuntamente por Australia y Nueva Zelanda
en 1996 (AS/NZ 4399:1996, Sun protective clothing- Evaluation and classification).
Esta norma marca las directrices a seguir para la determinacion del factor de proteccion
ultravioleta de los tejidos y su correspondiente clasificacion y etiquetado segun la
proteccion ofrecida y es una de las normas mas utilizadas a nivel internacional. En el
presente trabajo de tesis, se ha utilizado esta norma para evaluar las propiedades de
proteccion UV de los tejidos de algodon tratados. En la industria textil, empresas de
diferentes paises aplican la norma establecida por Australia y Nueva Zelanda (AS/NZ
4399:1996) para la determinacion del UPF y el etiquetado de sus productos. Por
ejemplo, la compaifiia CITEL (Espafia) confecciona toldos con proteccion UV
(Docril®), y BabyBjorn® (Suecia) ofrece fundas para mochilas de bebé. La proteccion
UV de dichos productos, determinada a partir de la norma estdndar, se encuentra
indicada mediante el valor de UPF en el etiquetado del producto, tal y como se muestra

en la Figura 6.
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Figura 6. FEtiquetas indicativas de la proteccion UV mendiante el valor de UPF
correspondientes a las marcas Docril® (izquierda) y Babybjorn® (derecha).

La determinacién de la proteccion de los materiales textiles frente a la radiacion UV ha
sido regulada posteriormente por otros paises mediante el establecimiento de diferentes
normas, basadas principalmente en técnicas de medida in vifro. Algunos ejemplos son la
norma BS 7914:1998 (Reino Unido), la AATCC Test Method 183-2000 (Estados
Unidos) o la EN 13758-2:2003 (Unién Europea). El establecimiento de las mencionadas
normas estandar indica la creciente preocupacion por los efectos nocivos causados por
la exposicién continuada a la radiacion solar y la importancia del desarrollo de
materiales textiles que ofrezcan una adecuada proteccion frente a la radiacion

ultravioleta.
1.4.3.3. Obtencion de tejidos funcionales con proteccion UV

Un tejido puede ofrecer de manera intrinseca proteccion frente a la radiacion
ultravioleta. Dicha proteccion depende de varios factores como la naturaleza de la fibra,
la estructura del tejido y la presencia de colorantes (Srinivasan, 2000; Riva, 2006;
Grifoni, 2011). Sin embargo, existe una gran proporcidon de textiles que por si mismos
no ofrecen la suficiente proteccidon frente a la radiacion solar, por ello se considera
necesaria la utilizacion de productos de acabado especificos que aumentan la eficacia de
proteccion ultravioleta.

Cuando la radiacion solar incide sobre el sustrato textil, tienen lugar simultdneamente
fendmenos de transmision, reflexion, dispersion y absorcion (Figura 7) (Schindler &
Hauser, 2000). Los tejidos que presentan proteccidon frente a la radiacion ultravioleta

disminuyen el porcentaje de luz UV transmitida a través del tejido.
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Figura 7. Incidencia de la radiacion solar sobre un sustrato textil.

Los productos aplicados en la industria textil para otorgar propiedades protectoras frente
a la radiacion UV se dividen principalmente en dos tipos: filtros inorganicos y filtros
organicos (Palm, 2007; Moreno, 2010). Ambos protegen frente a la radiacion UV
mediante dispersion, reflexion y absorcion de la luz. Los filtros inorganicos, también
conocidos como bloqueadores solares, se caracterizan por ser moléculas estables a la luz
cuya principal accion de proteccion se debe a la reflexion y dispersion de la luz UV. Los
unicos filtros inorgédnicos aprobados actualmente para su uso en formulaciones de
proteccion solar son el dioxido de titanio (TiO,) y el éxido de zinc (ZnO) (Shaat, 2010).
Ambos estan considerados como filtros de amplio espectro, ya que tienen la capacidad
de absorber, reflejar y dispersar tanto la radiacion UVA como la UVB.

Los filtros organicos, también conocidos como filtros quimicos, consisten comunmente
en moléculas organicas formadas por anillos aromaticos que confieren proteccion frente
a la radiacion UV debido a su capacidad de absorber en el intervalo de longitudes de
onda correspondientes a la luz ultravioleta (Shaat, 2010). Los filtros orgénicos fueron
los primeros utilizados como ingredientes en formulaciones de proteccion solar y
presentan mayor variedad que los filtros inorgénicos. Seguin su estructura, los filtros
organicos mas empleados pueden clasificarse en siete grupos principales (Serpone,
2002): derivados de para-aminobenzoato (PABA), cinamatos, salicilatos,
dibenzoilmetanos, antranilatos, benzofenonas y derivados de alcanfor (Figura 8). Dentro

de esta clasificacion se puede distinguir entre los filtros solares que absorben
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principalmente la radiacion UVB (los derivados de PABA, los cinamatos, los salicilatos
y los derivados de alcanfor), y los filtros solares que absorben principalmente la

radiacion UV A, (los dibenzoilmetanos, los antranilatos y las benzofenonas).
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Figura 8. Principales filtros organicos UV: clasificacion seglin su estructura (Serpone, 2002).

El acido para-aminobenzoico fue el primer compuesto ampliamente utilizado como
filtro UV en la preparacion de formulaciones para proteccidn solar. Su uso consta desde
principios del siglo XX. Este filtro orgdnico es practicamente insoluble en agua, y
presenta un gran potencial de absorcién. Debido a sus propiedades, el 4cido para-
aminobenzoico (PABA) fue uno de los primeros filtros regulados por la FDA (Food and
Drug Adminstration). No obstante, en los afios 80, la deteccion de reacciones
fotoalérgicas a este compuesto promovid una notable disminucion en el uso del acido
para-aminobenzoico en formulaciones de proteccion solar (Sutherland, 1984). Como

alternativa al uso del PABA, se sintetizaron diversos derivados, que consisten en ésteres
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del acido para-aminobenzoico. De todos estos derivados, el unico aprobado por la FDA
es el N,N-dimetil-p-aminobenzoato de 2-etil-hexilo, conocido como octil dimetil PABA
o Padimato O (Shaat, 2010). Segun la FDA, este compuesto, en una concentracion
menor del 8%, estd considerado como un producto seguro, presenta un elevado
potencial de absorciéon y minimiza los efectos adversos provocados por el PABA
(Andreassi, 2011). En comparacion con otros filtros orgéanicos, el octil dimetil PABA es
uno de los absorbentes mas potentes de radiacion UVB.

En general, las propiedades protectoras de los filtros organicos se deben a sus
estructuras quimicas, que presentan la capacidad de deslocalizacion electrénica debido
principalmente al anillo aromatico. El aporte de energia necesario para dar lugar a la
deslocalizacidon electronica se produce mediante la absorciéon de radiacion en el
intervalo de longitudes de onda correspondiente al espectro ultravioleta. El octil dimetil
PABA, que es el filtro UV empleado en la presente tesis, presenta un grupo dador de
electrones en su molécula (el grupo amino sustituido) que se encuentra en posicion para
respecto el grupo aceptor de electrones (el grupo carbonilo), lo cual permite una
eficiente deslocalizacion electronica. En la Figura 9 se presenta un esquema de la

deslocalizacion electronica que tiene lugar en los ésteres de PABA (Shaat, 2010).
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Figura 9. Esquema de deslocalizacion electronica en un éster de PABA (Shaat, 2010).

Tanto los filtros solares inorganicos como los orgdnicos han sido investigados para la
obtencion de textiles funcionales de proteccion UV. En cuanto a los filtros UV
inorganicos, se han realizado numerosos estudios sobre la preparacién de nanoparticulas
o de nanocomposites incorporando estos principios activos. Los compuestos mas
ampliamente estudiados son las nanoparticulas de TiO, y ZnO (Lu, 2006; Paul, 2010;
Mihailovic, 2011), ya que estos Oxidos inorganicos son los unicos aprobados
oficialmente a nivel internacional (Shaath, 2010). No obstante, también existen otros
oxidos metalicos con propiedades de proteccion UV, como por ejemplo los 6xidos de
magnesio y aluminio, cuyas nanoparticulas se han empleado para la preparacion de

textiles con proteccion UV (Dadvar, 2011). Diversas investigaciones han puesto de
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manifiesto la influencia del tamafio de particula en la capacidad de proteccion frente a la
radiacion UV. En este aspecto, se han realizado estudios comparativos en los que se
demuestra que las particulas nanométricas son mas efectivas que en bulk (Yadav, 2006).
Asimismo, también se ha demostrado que diferencias en la estructura cristalina de las
nanoparticulas de TiO; y ZnO influyen en la eficacia de proteccion. En el caso del TiOs,
si bien la estructura cristalina de anatasa presenta una mayor actividad fotocatalitica, la
estructura cristalina de rutilo presenta mayor capacidad de proteccion frente a la
radiaciéon UV (Paul, 2010). En cuanto a las nanoparticulas de ZnO, se observaron
mejores propiedades de bloqueo UV a mayor grado de cristalinidad de las particulas
(Mao, 2009). En cuanto a los filtros orgéanicos, su uso estd mucho mas extendido en
formulaciones cosméticas para proteccion solar que en su aplicacion al tejido. No
obstante, existen diversos estudios que ilustran la aplicacion de filtros solares organicos
a tejidos para conseguir textiles con proteccion UV. Dichos compuestos suelen aplicarse
sobre el tejido en la etapa de acabado textil, bien por procesos de agotamiento (Riva,
2006; Akrman, 2008) o mediante impregnacion y foulardado (Scalia, 2006). Sin
embargo, pocas son las investigaciones desarrolladas sobre la preparacion de

nanomateriales que incorporen filtros solares organicos para textiles de proteccién UV.

En la presente tesis doctoral, se selecciond el filtro solar organico N,N-dimetil-p-
aminobenzoato de 2-etil-hexilo como compuesto modelo para estudiar el uso de las
nanoparticulas de EC como vehiculos y su aplicacion sobre tejido de algodon con la
finalidad de obtener textiles funcionales con proteccion UV. Por lo tanto, por un lado
este trabajo presenta una alternativa frente a las nanoparticulas de filtros solares
inorgénicos y los filtros orgdnicos empleados en bulk para la preparacidon de textiles de
algodén funcionales con propiedades de proteccion UV. Por otro lado, se estudia la
utilizacion de nanoparticulas de EC como vehiculos de principios activos o compuestos
liposolubles mediante la incorporacion de un filtro solar organico como modelo. En el
sector textil, la etilcelulosa se ha empleado como agente de recubrimiento, debido a sus
elevada termoplasticidad y fotoresistencia (Koch, 1937). Asimismo, recientemente se
han desarrollado algunos estudios sobre microcapsulas de etilcelulosa para su aplicacion
en materiales textiles (Badulescu, 2008; Feczko, 2010; Jaafar, 2012). Badulescu
investiga la incorporacion en tejido de algodén de microparticulas de etilcelulosa que
contienen aceite de romero, empleando un d4cido policarboxilico como agente

reticulante. En cambio, Feczko investigd la aplicacion de microparticulas de etilcelulosa
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que contienen aceite de jojoba sobre géneros de punto algodén/poliéster/spandex y
poliamida/spandex, utilizando una resina acrilica como aglutinante. Sin embargo, la
aplicacién de nanoparticulas de etilcelulosa en tejidos es un campo muy poco
investigado, sobre el que se encuentran escasas referencias (Voncina, 2012). El presente
trabajo se basa en el uso de nanoparticulas de EC obtenidas a partir de nano-emulsiones,
preparadas mediante métodos de emulsificacion de baja energia. Por consiguiente, este
estudio engloba el disefio de nanomateriales, su aplicacion al tejido y estudio de la
interaccién entre las nanoparticulas y el sustrato textil, y la evaluacion de las

propiedades finales de los tejidos tratados con nanoparticulas.
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2.1. Objetivos

El objetivo principal de la presente tesis es el disefio de nanoparticulas de etilcelulosa
para su utilizacion como vehiculos de principios activos o sustancias lipofilicas y su
deposicion sobre un tejido, con la finalidad de obtener textiles funcionales. Para ello, se
selecciond como sustancia lipofilica modelo un filtro solar orgénico y como sustrato
textil tejido de algodén. Debido a las caracteristicas de la sustancia lipofilica
seleccionada, el objetivo final de este trabajo es la obtencion de tejido de algodén con
propiedades protectoras frente a la radiacion ultravioleta mediante la aplicacion de
nanoparticulas poliméricas funcionales de etilcelulosa, preparadas por el método de
evaporacion del solvente a partir de nano-emulsiones aceite en agua (O/W). Este

objetivo global comprende en los siguientes objetivos parciales:

» La obtencion de nanoparticulas funcionales de etilcelulosa a partir de nano-
emulsiones aceite en agua (O/W) utilizadas como plantilla.

» La deposicion efectiva de las nanoparticulas sobre el tejido de algodon y la
evaluacion de los mecanismos que intervienen en la adhesion entre las
nanoparticulas y el sustrato textil.

» La determinacion de las propiedades de proteccion frente a la radiacion
ultravioleta del tejido tratado con nanoparticulas y su resistencia al lavado.
Para alcanzar cada uno de los objetivos parciales mencionados anteriormente, es

necesaria la consecucion de diversas etapas. Para ello, se ha desarrollado el plan de

trabajo que se comenta a continuacion.
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2.2. Plan de trabajo

El plan de trabajo se organiza segun los objetivos parciales planteados. A continuacién

se describe en detalle cada una de las etapas del presente trabajo de tesis.

Obtencion de nanoparticulas de etilcelulosa a partir de nano-emulsiones aceite en

agua (O/W) utilizadas como plantilla
Estudio de la formacion y caracterizacion de nano-emulsiones:

La finalidad de las nano-emulsiones en el presente trabajo es su utilizacidn como
plantilla para la obtencidén de nanoparticulas poliméricas de etilcelulosa conteniendo un
filtro solar organico oleosoluble (octil dimetil PABA). Para ello, es necesaria la
preparacion de nano-emulsiones del tipo aceite en agua. En esta etapa se realizan
estudios de formacidn y caracterizacién de nano-emulsiones, evaluando las propiedades
y estabilidad de diferentes composiciones a fin de determinar las composiciones mas
apropiadas para la preparacion de nanoparticulas a partir de las nano-emulsiones
seleccionadas. Las principales técnicas empleadas son la dispersion dindmica de luz
(DLS), la transmisién y/o retrodispersion de luz en funcién del tiempo y la altura de la

muestra, y la movilidad electroforética (potencial zeta).
Obtencion de nanoparticulas a partir de las nano-emulsiones seleccionadas:

Las nano-emulsiones seleccionadas en la seccién anterior se emplean como plantilla
para la obtencion de nanoparticulas mediante el método de evaporacion de solvente. Las
nanoparticulas funcionales de etilcelulosa obtenidas se caracterizan mediante técnicas
como la dispersion dindmica de luz (DLS), la microscopia electrénica de transmision

(TEM) y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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Aplicacion de las nanoparticulas sobre el tejido de algodon

En esta etapa, se pretenden evaluar tanto las propiedades del sustrato textil y las
nanoparticulas de etilcelulosa que se quieren aplicar al tejido como el estudio de la
aplicacion de las nanoparticulas sobre el tejido de algodon mediante diferentes métodos.
El estudio de las propiedades del tejido y de las nanoparticulas tiene como finalidad
predecir la capacidad de interaccion entre las nanoparticulas y el sustrato textil y
establecer las condiciones adecuadas para llevar a cabo la aplicacion de las
nanoparticulas sobre el tejido. La aplicacion de nanoparticulas sobre el tejido de
algoddén se lleva a cabo mediante diferentes métodos considerando las propiedades y
caracteristicas de ambos materiales a fin de alcanzar resultados Optimos de
recubrimiento y permanencia (durabilidad) en el tejido. Para alcanzar estos objetivos se
aplican las técnicas calorimétricas de analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y la técnica de dngulo de contacto, y para el analisis de
superficie la espectroscopia de infrarrojo (IR) y la espectroscopia de fotoelectrones

emitidos por rayos X (XPS).

Determinacion de las propiedades del tejido tratado con nanoparticulas

La etapa final consiste en la caracterizacion morfoldgica de los tejidos tratados y la
evaluacion de la funcionalidad impartida mediante los diferentes métodos de aplicacion
de nanoparticulas sobre la superficie textil. Para ello, se emplea la microscopia
electrénica de barrido (SEM), se realizan medidas de transmitancia del tejido,
determinando a partir de éstas el factor de proteccion ultravioleta (UPF) de los tejidos y
se evalta la durabilidad de la funcionalidad impartida mediante ensayos de resistencia al

lavado.
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3.1. Materiales
3.1.1. Materiales para la preparacion de las nano-emulsiones

Para la preparacidn de las nano-emulsiones se han utilizado los siguientes materiales:
- Polimero
o Ethocel Standard 10 Premium
- Tensioactivos no-i6nicos
o Brij 96v
o Solutol HS15
- Solventes
o Acetato de etilo
o Agua purificada Milli-Q®
- Principio activo
o Eusolex 6007
- Agente reticulante

o Desmodur N100

Etilcelulosa (Ethocel Standard 10 Premium, DOW Chemical Company)

La etilcelulosa es un derivado semisintético de la celulosa, obtenido de la sustitucion de
grupos hidroxilo por éteres de etilo cuya estructura molecular se presenta en la Figura
10. El polimero utilizado en este trabajo es Ethocel Standard 10 Premium, de Dow
Chemical Company, con un grado de sustitucion entre el 48% y el 49,5%, un peso
molecular de 65000 g/mol y una pureza del 99%. Su apariencia es de polvo blanco fino.
Posee estabilidad térmica hasta aproximadamente los 160°C, asi como estabilidad frente
a la radiacion solar, es decir, no experimenta decoloracion por exposicion a la luz. Este
polimero es ligeramente higroscopico, aunque insoluble en agua. Sin embargo, es
soluble en una amplia variedad de solventes, tales como alcoholes alifaticos, éteres,
solventes clorados, ésteres y cetonas. La etilcelulosa se emplea en diversas aplicaciones
de diferentes sectores industriales, como por ejemplo la industria farmacéutica,
cosmética, alimentaria, del papel, etc. Es un polimero fisioldgicamente inerte y

biocompatible (Dow Cellulosics, 2005).
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Figura 10. Estructura molecular de la Etilcelulosa.

2-Etilhexil 4-(dimetilamino)benzoato (Eusolex 6007, Merck)

Este filtro solar orgénico, también conocido con el nombre de Etilhexil dimetil PABA
(nomenclatura INCI), se obtuvo de Merck (Eusolex 6007). La estructura molecular del
mismo se presenta en la Figura 11. Es un liquido amarillo palido, con un peso molecular
de 277,41 g/mol, una densidad de 0,990 g/cm’ y una pureza mayor al 98,5%. Absorbe la
radiaciéon UVB, con un méaximo de absorcion a la longitud de onda de 311 nm. Es un
compuesto liposoluble, que presenta muy buena solubilidad en triglicéridos
capricos/caprilicos, aceites minerales y diversos solventes orgéanicos. Se considera
practicamente insoluble en agua (0,0003 g/L). El etilhexil dimetil PABA se utiliza
principalmente en formulaciones cosméticas de proteccidon solar, normalmente en
combinacidn con otros filtros ultravioleta, en un rango de concentracion del 1-8% (nivel

de uso regulado por la FDA) (Merck, 2011; Sambandan & Ratner, 2011).

N CH3

Figura 11. Estructura molecular del 2-Etilhexil 4-(dimetilamino)benzoato.
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Brij 96v (Sigma-Aldrich)

Es un tensioactivo no-ionico etoxilado cuya estructura molecular se presenta en la
Figura 12. Consiste en un alcohol graso de cadena oleica con 10 moles de 6xido de
etileno. A temperatura ambiente es un liquido pastoso (semisélido), de color blanco-
amarillo pélido, y presenta una temperatura de fusion sobre los 30°C. Para su utilizacién
es necesario fundirlo previamente y agitar para homogeneizar el producto. El valor de

HLB es 12,4 y se emplea habitualmente como emulgente O/W (Rowe, 2006 a).
HONOMW

Figura 12. Estructura molecular del Brij 96v.

Solutol HS15 (BASF)

Solutol HS15, de BASF, es un tensioactivo no-iénico compuesto principalmente por
mono- y diésteres del acido 12-hidroxiestedrico con 15 moles de oxido de etileno
(Figura 13). Su nombre genérico es Macrogol 15 Hidroxiestearato. La parte lipofilica
consiste en poliglicol monoésteres y diésteres del acido 12-hidroxiestearico y la parte
hidrofilica en polietilenglicol libre. A temperatura ambiente este producto es una pasta
de color blanco, que funde a una temperatura de aproximadamente 30°C. El valor de
HLB se encuentra entre 14 y 16 y se emplea habitualmente como emulgente O/W

(Ruchatz, 2002).
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Figura 13. Estructura molecular de los principales componentes lipofilicos del Solutol HS15.
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Desmodur N100 (Bayer)

Desmodur N100, de Bayer, es una resina alifatica de poliisocianato basada en
hexametilendiioscianato (HDI) (Figura 14). Contiene una concentraciéon mayor del 95%
de homopolimero de HDI y menos de un 0,7% de mondmero residual. Presenta un
contenido en NCO del 22%. A temperatura ambiente es un liquido viscoso transparente,
ligeramente amarillo, con una densidad de 1,14 g/cm’. El peso molecular promedio de
este producto es de 191 g/mol y se encuentra mayoritariamente en forma de trimero
(Figura 15). Desmodur N100 es soluble en acetato de etilo, acetato de butilo, tolueno,
xileno y la mayoria de cetonas. Aunque es insoluble en agua, reacciona lentamente con
¢sta, liberando CO,. Se emplea como agente reticulante y de recubrimiento en productos

de automocién, maderas, pinturas, etc. (Meier-Westhues, 2007).

Figura 14. Estructura molecular del hexametilendiioscianato.
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Figura 15. Estructura molecular mayoritaria de Desmodur N100.

Acetato de etilo (Merck)

El acetato de etilo es un solvente orgéanico volatil cuya estructura molecular se presenta
en la Figura 16. A temperatura ambiente es un liquido transparente e incoloro. Su peso
molecular es de 88,11 g/mol, tiene una densidad de 0,902 g/cm’ y su temperatura de
ebullicion es de 77°C. En el presente trabajo de tesis se utilizo acetato de etilo de alta
calidad (ACS, ISO, Reag. Ph Eur., con una pureza igual o mayor al 99,5%) como
solvente orgénico en la preparacion de nano-emulsiones. Este compuesto es miscible
con los tensioactivos no i6nicos y con el filtro solar empleado. Asimismo, también es

capaz de disolver la etilcelulosa. Es un solvente volatil de baja toxicidad, soluble en
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solventes orgéanicos tales como etanol, acetona, éter dietilico y benceno y parcialmente

soluble en agua (8,7%, T=20°C).

0

PPN

Figura 16. Estructura molecular del acetato de etilo
Agua Milli-Q®

El agua ultrapura (agua Milli-Q®) utilizada para la preparacion de nano-emulsiones se
obtuvo mediante un sistema de purificacion de agua Millipore. Este agua tiene como
caracteristicas basicas un nivel de resistividad de 18,2 MQ-cm a una temperatura de

25°C y un nivel de carbono organico total (COT) inferior a 10 ppb.

3.1.2. Sustrato textil

Tejido de algodon

Tejido de algodon 100% de ligamento liso, blanqueado, sin blanqueantes opticos, de
densidad superficial correspondiente a 180 g/m”, suministrado por EMPA Testmaterials

(Articulo 210).

3.1.3. Otros materiales

Tensioactivos empleados para estudios comparativos

- Cremophor EL (BASF), con nuimero HLB comprendido entre 12 y 14.
- Cremophor RH40 (BASF), con nimero HLB comprendido entre 14 y 16.
- Tween 20 (Sigma Aldrich), con nimero HLB correspondiente a 16,7.

- Tween 80 (Croda), con numero HLB correspondiente a 15.
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Todos ellos son tensioactivos no-idnicos comerciales, que se usan generalmente como
emulgentes para la formacion de emulsiones de tipo aceite en agua (O/W). Sus
estructuras se presentan en la Figura 17. Los tensioactivos “Cremophor” son mezclas de
derivados polietoxilados del aceite de ricino y glicoles libres. El tensioactivo
Cremophor EL contiene principalmente ricinoleil glicerol etoxilado con 30-35 moles de
oxido de etileno. La estructura quimica de Cremophor RH40 es andloga a la de
Cremophor EL, pero los derivados polietoxilados son del aceite de ricino hidrogenado
(sin el doble enlace), y con 40 moles de 6xido de etileno (Rowe, 2006 b). Los
tensioactivos Tween 20 y Tween 80 son ésteres de sorbitan polietoxilados, cominmente
conocidos como polisorbatos. Tween 20 corresponde a polioxietileno 20 sorbitan
monolaureato, y Tween 80 a polioxietileno 20 sorbitan monooleato. Ambos contienen
20 moles de 6xido de etileno, por tanto, su diferencia radica en el acido graso que forma

el éster (Rowe, 2006 c).
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Figura 17. Estructura molecular de los tensioactivos no-i6nicos: a) Cremophor EL, b)
Cremophor RH40, ¢) Tween 20, d) Tween 80.
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Solventes para HPLC

La fase movil utilizada para las medidas de HPLC estaba formada por los solventes que
se mencionan a continuacion:
- Agua Milli-Q®
- Etanol absoluto para analisis, 99,9% (EMSURE® ACS, ISO, Reag. Ph Eur.,
Merck)
- Acido acético para analisis, 96% (EMSURE®, Merck)
Asimismo, el etanol nombrado previamente también se utilizd para disolver las

muestras a analizar.

Acido fosfotungstico (Fluka)

El acido fosfotungstico (PTA), es un heteropolidcido de férmula H;PW,049 y peso
molecular 2880,2 g/mol. La pureza del producto utilizado en este trabajo es mayor del
99,9%. Este compuesto es electrodenso, es decir, no deja pasar los electrones. Debido a
esta propiedad, el PTA se emplea habitualmente en microscopia electréonica de
transmision (TEM) como tincion negativa de tejidos biologicos, virus y polisacaridos
(Hayat, M.A., 1986). Se utilizé una solucion acuosa del 2% de PTA para obtener un

contraste negativo que permitié observar la morfologia de las nanoparticulas.

Tanaterge® Advance (Tanatex)

Tanaterge® Advance es un detergente no-iénico concentrado de uso industrial que
consiste en un alcohol graso etoxilado. A temperatura ambiente es un liquido
amarillento, con una densidad de 0,99 g/cm3 (20°C). Se utiliza generalmente en el
pretratamiento de todo tipo de textiles y para la eliminacidon de agentes de encolado

solubles en agua.

Ariel Basico Liquido (Procter & Gamble)

Detergente liquido de uso doméstico que contiene aproximadamente un 15% de
tensioactivos en la formulacién, en su mayoria anionicos. Este producto se usd para

realizar los estudios de resistencia al lavado.
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3.2. Métodos y técnicas
3.2.1. Preparacion de nano-emulsiones

Las nano-emulsiones tipo aceite en agua (O/W) se prepararon mediante la adicion del
componente acuoso a la mezcla del componente oleoso y el tensioactivo, manteniendo
la temperatura constante. Para ello, se mezclo primero la fase oleosa, conteniendo el
polimero y como solvente el acetato de etilo, con el tensioactivo hasta conseguir una
mezcla homogénea. A continuacién, se afiadid el agua gota a gota bajo agitacion
vigorosa constante a una temperatura de 25°C. El sistema de adicion del agua y la

velocidad de agitacion varian en funcion de la cantidad de muestra a preparar:

- Para 4 gramos de muestra, la nano-emulsion se prepard en viales de 5 mL de
capacidad, llevando a cabo la adicién de agua mediante jeringa (gota a gota)
y agitacion magnética a 1600 rpm.

- Para 7 gramos de muestra, la nano-emulsion se prepard en viales de 20 mL,
llevando a cabo la adicién de agua con bomba peristaltica (sistema de
bombeo Watson-Marlow SciQ 323) a una velocidad constante de bombeo de
30 rpm, y agitacién magnética a 1600 rpm.

- Para 100 gramos de muestra, la nano-emulsion se prepard en vasos de
precipitados de 250 mL, provistos de un tapon perforado para la adicion de
agua con embudo de decantacion. El agua se agregd a un caudal aproximado

de 2 mL/min, a una velocidad de agitacién magnética de 1250 rpm.
En las nano-emulsiones conteniendo filtro solar como principio activo, agente

reticulante o ambos, €éstos se incorporaron en el componente oleoso antes de preparar la

mezcla con el tensioactivo y de adicionar el agua.
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3.2.2. Determinacion de la zona de formacion de nano-
emulsiones

La zona de formacion de nano-emulsiones en diagramas pseudoternarios agua /
tensioactivo no-ionico/ componente oleoso se llevo a cabo mediante evaluacion visual,
como primer criterio, a una temperatura constante de 25°C. Las composiciones se
consideran nano-emulsiones cuando muestran un aspecto transparente o translucido y
presentan efecto Tyndall cuando se observan a través de un foco de luz. Dicho efecto es
caracteristico de las dispersiones de pequefio tamafio de gota o particula, las cuales son
capaces de dispersar la luz incidente de manera que la luz reflejada se observa de color
azul y la transmitida de una tonalidad rojo-anaranjada (Prince, 1977). Por el contrario, la
opacidad o tonalidades grises son indicios de tamafios de gota o particula superiores a

500 nm.

3.2.3. Preparacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas se obtuvieron a partir de las nano-emulsiones mediante el método de
evaporacion del solvente, manteniendo las nano-emulsiones durante toda una noche
(aprox. 18 horas) en agitacion constante a temperatura ambiente. La velocidad de
agitacion se ajustd a 250 rpm para las nano-emulsiones de 4 y 7 gramos y a 500 rpm
para las nano-emulsiones de 100 gramos. La evaporacion del solvente se inicid
inmediatamente después de la preparacién de la nano-emulsion, retirando el tapon del
vial o vaso de precipitados (segun el caso) para aumentar la superficie de evaporacion.
La completa evaporacion del acetato de etilo (solvente de la fase dispersa de la nano-

emulsion) se comprobd mediante diferencia de peso.

3.2.4. Reticulacion de las nanoparticulas

El entrecruzamiento de las nanoparticulas se llevo a cabo en sistemas de 100 gramos,
para aquellas composiciones que contienen en la fase oleosa el agente reticulante
Desmodur N100. El proceso se inici6 después de la evaporacion del acetato de etilo, una
vez formadas las nanoparticulas. Para ello, se repuso la cantidad de agua perdida

durante la evaporacion del solvente y se tapd de nuevo el vaso de precipitados para
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evitar pérdidas por evaporacion. La reaccion se llevd a cabo manteniendo la dispersion a

una temperatura de 50°C bajo agitacidon constante a 500 rpm durante 24 horas.

3.2.5. Preparacion de films

Films de EC

La preparacion de films de EC se llevo a cabo mediante la disolucidon de un 15% en
peso de EC en acetato de etilo, obteniendo una cantidad de muestra total de 10 g. A fin
de conseguir una completa homogeneizacion, la mezcla se mantuvo en agitacion
contante durante toda una noche, a una velocidad aproximada de 500 rpm, a
temperatura ambiente. El sistema se mantuvo cerrado para evitar pérdidas por
evaporacion. A continuacion, la disolucién se depositdé sobre una placa de Petri de
vidrio, de 10 cm de didmetro, distribuyendo todo el liquido hasta cubrir la superficie
total de la placa. Se dejo evaporar el acetato de etilo a temperatura ambiente, hasta que

su eliminacion total dio lugar a la formacién de un film solido, transparente e incoloro.

Films de EC reticulados con Desmodur N100

Los films de EC reticulados con Desmodur N100 se prepararon mediante disolucion de
EC y Desmodur N100 en acetato de etilo, a diferentes relaciones EC/Desmodur N100,
manteniendo siempre una concentracion total de solutos del 15% en acetato de etilo y
preparando una cantidad total de 5 gramos. Se emplearon cuatro relaciones
EC/Desmodur N100 en funcion de la relacion molar entre los grupos hidroxilo de la
etilcelulosa y los grupos isocianato del reticulante Desmodur N100 (OH/NCO): 1/1,
10/1, 50/1 y 100/1). La reaccién de entrecruzamiento se llevd a cabo a temperaturas de
50°C o bien de 65°C, durante 24 horas bajo agitacion constante a 500 rpm, empleando
un condensador para para evitar pérdidas por evaporacion. Para obtener los films se

procedid de la misma manera descrita en el subapartado anterior “Films de EC”.
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3.2.6. Acondicionamiento y pretratamiento del tejido

Previamente a su utilizacion, los tejidos de algodon fueron acondicionados mediante un
lavado en el que se utilizé6 como detergente Tanaterge® Advanced a una concentracion
de 2 g/L. La relacién carga/baiio fue de 1/25, y el lavado se llevo a cabo a una
temperatura constante de 60°C durante 45 minutos, bajo agitacidon mediante placa de
agitacion magnética a una velocidad de 250 rpm. A continuacién se realizé un aclarado
bajo grifo con agua desionizada a temperatura ambiente durante 20 minutos. Por ultimo,
el tejido se dejo secar horizontalmente a temperatura ambiente. En adelante, se hara
referencia a este tejido como “tejido no tratado”.

El pretratamiento del tejido con Desmodur N100 se llevd a cabo para impregnar el
tejido con dicho reticulante y asi facilitar y mejorar el posterior anclaje de las
nanoparticulas sobre el tejido. Para ello, se prepararon disoluciones de Desmodur N100
en acetato de etilo a diferentes concentraciones de Desmodur N100: 5; 2; 0,5; 0,005 y
0,0005% en peso de Desmodur N100. La relacidon carga/baiio (peso de tejido/disolucion
de Desmodur N100) se mantuvo en todos los casos en 1/40. El pretratamiento se realizo
sumergiendo un trozo de tejido de dimensiones 5x5 cm en una disolucion de Desmodur
N100, manteniendo el sistema cerrado para evitar la evaporacion del acetato de etilo. El
sistema se introdujo en un baflo termostatizado con agitacion vaivén Memmert
Waterbath WNB 7-45 durante 1h a 25°C y a una velocidad suave, de aproximadamente
30 ciclos/min (1 ciclo ~ 15 mm, movimiento de vaivén). A continuacidon se secéd a
temperatura ambiente durante 2 horas para evaporar el acetato de etilo, comprobando

posteriormente la ganancia de peso.

3.2.7. Métodos de incorporacion de las nanoparticulas sobre
tejido de algodon

Para definir unas buenas condiciones de aplicacion de nanoparticulas al tejido se
emplearon varios métodos. En los método 1 y 2 se estudié la influencia de la
temperatura y la concentracion de nanoparticulas en las propiedades del tejido,
utilizando nanoparticulas de etilcelulosa no reticuladas. Una vez estudiados estos
parametros, en los métodos 3 y 4 se utilizaron nanoparticulas de etilcelulosa reticuladas.

Se compararon las diferencias entre ambos, que consisten en si la reticulacion de
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nanoparticulas y la aplicacion al tejido se realiza por etapas (método 3) o en una sola

etapa (método 4).

Meétodo 1: Incorporacion de nanoparticulas a baja concentracion y con tratamiento

térmico

Un tejido de algoddén de algodon de dimensiones 2x2 cm se sumergio en una dispersion
de nanoparticulas, con una relacion entre el peso del tejido de algodoén, la cantidad de
EC presente en la dispersion y el peso total de dispersion de nanoparticulas “tejido: EC:
dispersiéon NPs” = 1:1:200. La impregnacion se llevo a cabo durante 1h, colocando la
dispersion de nanoparticulas con el tejido sumergido en un bafio termostatizado (25°C)
con agitacion vaivén Memmert Waterbath WNB 7-45 a una velocidad de vaivén
aproximada de 70 ciclos/min (1 ciclo ~ 15 mm). A continuacion, el tejido se someti6 a
tres ciclos de “Foulard” de laboratorio Mathis a una presion de 3 bar y una velocidad de
2 m/min. Posteriormente el tejido se secd en una estufa durante 5 min a una temperatura
de 100°C. El tratamiento térmico consistio en la aplicacion de una rampa de temperatura
en estufa de 100°C a 135°C a una velocidad aproximada de 2°C/min y manteniendo el
tejido a la temperatura final de 135°C durante 5 min. Finalmente, para mejorar la
fijaciéon de nanoparticulas mediante la combinacién de presidon y calor se realizdo un
planchado estatico de 5 min utilizando una plancha doméstica a una temperatura de

110°C.

Meétodo 2: Incorporacion de nanoparticulas a alta concentracion y sin tratamiento

térmico

En el método 2 se empled una dispersion concentrada de nanoparticulas para la
aplicacion al tejido. Para ello, la dispersion de nanoparticulas obtenida tras la
evaporacion del solvente se someti6 a un ciclo de centrifugacion a 20450 g durante 45
minutos para separar las particulas del medio externo mediante precipitacion. El
sobrenadante se desechd y las particulas se lavaron mediante 2 ciclos consecutivos de
centrifugacion (20450 g, 45 min), con 50 gramos de agua MilliQ en cada ciclo.
Finalmente, las nanoparticulas lavadas se redispersaron en agua Milli Q, y se sumergio
un tejido de algodon de dimensiones 5x5 cm, con una relacion en peso “tejido: EC:

dispersion NPs” = 1:1:7. El procedimiento de impregnacion y foulardado se llevd a
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cabo en las mismas condiciones descritas en el método 1. En ultimo lugar, el tejido se

dejo secar horizontalmente a temperatura ambiente.

Meétodo 3: Reticulacion de nanoparticulas y aplicacion al tejido por etapas (alta

concentracion de nanoparticulas)

El método 3 se llevo a cabo utilizando una dispersidon concentrada de nanoparticulas que
contenian el agente reticulante Desmodur N100. Para ello, la dispersion obtenida tras la
reaccion de reticulacion (apartado 3.2.4) se sometid al mismo procedimiento descrito en
el subapartado anterior (método 2 de incorporacién al tejido), manteniendo asimismo
igual relacion entre el tejido de algodon, la cantidad de EC presente en la dispersion y el
peso total de dispersion. Se sumergio un tejido de algodon de dimensiones 5x5 cm, que
habia sido tratado previamente con una disolucion del 5% de Desmodur N100 mediante
el método descrito en el apartado 3.2.6. La impregnacion se llevd a cabo colocando la
dispersién de nanoparticulas con el tejido sumergido en un bafio termostatizado con
agitacion vaivén Memmert Waterbath WNB 7-45 a una velocidad de vaivén
aproximada de 70 ciclos/min (1 ciclo ~ 15 mm). El proceso se realizd durante 24h a
50°C, para promover la reaccion de reticulacion entre el tejido y las nanoparticulas. A
continuacion, el tejido se sometid a tres ciclos de “Foulard” de laboratorio Mathis a una
presion de 3 bar y una velocidad de 2 m/min. Finalmente, el tejido se dejo secar

horizontalmente a temperatura ambiente.

Meétodo 4: Reticulacion de nanoparticulas y aplicacion al tejido en una sola etapa

“One pot” (alta concentracion de nanoparticulas)

El método 4, asi como el método 3, se emplea para sistemas que incorporan el agente
reticulante Desmodur N100 en las nanoparticulas y con tejidos que han sido tratados
previamente con Desmodur N100 segin se describe en el apartado 3.2.6. En este
método se unifican en una sola etapa la reaccion de reticulacion de las nanoparticulas y
la incorporacion de éstas en el tejido pretratado, y se disminuye la concentracion de
nanoparticulas de la dispersion aplicada al tejido. Para ello, tras la evaporacion del
solvente de la nano-emulsion, se repusieron las pérdidas por evaporacidon con agua y se
introdujo un tejido pretratado de dimensiones 5x5 cm (relacidon en peso “tejido: EC:

dispersion de NPs” = 1:1:200). A continuacién se calentd la mezcla hasta 50°C,
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manteniendo dicha temperatura durante 24 h bajo agitacion constante a una velocidad
de 500 rpm. El sistema se mantuvo cerrado para evitar pérdidas por evaporacion. El
proceso de foulardado y secado se llevd a cabo en las condiciones descritas en el

subapartado anterior.

3.2.8. Lavado de los tejidos tratados

Para estudiar la resistencia al lavado de los tejidos tratados, se llevaron a cabo dos
procesos de lavado distintos, uno en condiciones suaves (método de lavado 1) y otro
imitando las condiciones de un lavado doméstico (método de lavado 2). Para ambos
métodos se utilizd el mismo bafio de lavado y las mismas condiciones de temperatura y
tiempo (T=25°C, t=30 min). El bafio de lavado consiste en una solucion de Ariel
(detergente comercial de uso doméstico con un 15% de tensioactivos) en agua destilada,
con una concentracién de tensioactivos correspondiente al 0,1%. Posteriormente, se
realizan dos aclarados consecutivos con agua destilada y por altimo el tejido se secd
horizontalmente a temperatura ambiente. Las diferencias entre ambos métodos radican,
principalmente, en la agitacidbn mecénica, la relacion carga/bafio y el tiempo en los

ciclos de aclarado.

Meétodo de lavado 1: agitacion mecdnica suave

Los lavados en condiciones de agitacion mecdnica suave se realizaron en un bafio
termostatizado con agitacion vaivén Memmert Waterbath WNB 7-45, a una velocidad
de 135 ciclos/min (1 ciclo ~ 15 mm, movimiento de vaivén). Cada ciclo de lavado
constd de un lavado (25°C, 30 min) y dos aclarados posteriores con agua destilada
(25°C, 10 min cada aclarado). La relacion carga/baiio fue de 1/100 (p/v) para el lavado y
1/200 (p/v) para los aclarados.

Meétodo de lavado 2: agitacion mecdnica doméstica

Para lograr una agitacion mecanica de mayor intensidad y asimilar el proceso a un
lavado doméstico, se empleo el aparato Mathis Labomat, modelo BFA-12. Este aparato
dispone de vasijas de acero inoxidable, que acopladas a un eje realizan un movimiento

rotatorio similar al que tiene lugar en las lavadoras domésticas. El lavado se realiz6 a
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una velocidad de 40 rpm (25°C, 30 min) y los dos aclarados posteriores a una velocidad
de 80 rpm (25°C, 5 min cada aclarado). La relacidon carga/baiio fue de 1/10 (p/v) para el
lavado y 1/15 (p/v) para los aclarados (relaciones carga/bafio més proximas a las
empleadas en los procesos de lavado convencionales). Para cumplir dichas relaciones,

se afiadi6é como tejido de carga algoddn no tratado.

3.2.9. Determinacion de la inversion de fases

La inversion de fases de sistemas agua en aceite (W/O) a sistemas aceite en agua (O/W)
durante la preparacion de las nano-emulsiones se determiné mediante medidas de
conductividad. Para ello, se utilizdé un Conductimetro Crison modelo GLP31. Las
medidas se llevaron a cabo en mezclas aceite/tensioactivo con contenidos de agua desde
0% hasta 90% en peso, en intervalos crecientes del 10%. Las medidas se realizaron
sobre 4 gramos de muestra, en agitacion constante a 1400 rpm, a una temperatura de

25°C durante un minuto.

3.2.10. Dispersion dinamica y estatica de luz (DLS y SLS)

Las medidas de dispersion dinamica de luz se realizaron para determinar el radio
hidrodindmico, tanto de las nano-emulsiones como de las dispersiones obtenidas
después de la evaporacion del solvente. Esta técnica se basa en la medida de las
fluctuaciones de la intensidad de la luz dispersada por las particulas o gotas de un
sistema coloidal debido a su movimiento browniano. El movimiento browniano se debe
a la energia térmica inducida por la interaccion de las particulas o gotas en suspension
con el solvente. La fluctuacion de la intensidad de la luz dispersada depende de varios
factores, tales como el tamafio de particula, los indices de refraccion, la forma de la
particula, etc. y esta relacionada con el movimiento browniano mediante el coeficiente
de difusién translacional (D) de las particulas con el solvente. Dicho coeficiente de
difusion se relaciona a su vez con el radio hidrodindmico de las gotas o particulas

mediante la ecuacion de Stokes-Einstein (Ecuacion 5).
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kT
T 6mMR, Ecuacion 5

Donde R, es el radio hidrodinamico, D es el coeficiente translacional de difusion, kg es
la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y # es la viscosidad. Los
resultados se expresan como un promedio de tres muestras, cada una de ellas medidas

por triplicado.

Las medidas se llevaron a cabo con un espectrofotometro de correlacion cruzada de
fotones 3D (LS Instruments), provisto de un laser de He-Ne con una longitud de onda
de 632 nm. Este equipo dispone de la tecnologia de correlacion cruzada 3D “3D Cross”,
que permite minimizar la dispersion multiple mediante dos experimentos de dispersion
de luz simultaneos (incidencia de dos haces de luz laser sobre la muestra), tal y como se
representa en el esquema de la Figura 18. En comparacion con la técnica convencional
de DLS, que s6lo puede medir muestras diluidas y transparentes (no se pueden analizar
medidas que presentan dispersion multiple de luz), la correlacidon cruzada presenta la
ventaja de tener capacidad de medida para muestras que presentan mayor turbidez y
concentraciones mas elevadas (en las que se da dispersiéon multiple de luz). Esta ventaja
es de gran utilidad en el caso de las nano-emulsiones, ya que suelen presentar aspecto
transliicido y tipicamente cierto grado de turbidez. El modo de correlacion cruzada
modulada de fotones “Modulated 3D Cross” ofrece una mejora en la interseccion de
correlacion cruzada, que suprime eficazmente los efectos negativos de la dispersion

multiple (Block, 2010).
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Figura 18. Esquema representativo de un espectrofotometro de correlacion cruzada de fotones
3D.
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Las muestras se midieron por triplicado, a una temperatura constante de 25°C y a un
angulo de 90°. La duracion de las medidas realizadas mediante el modo “3D Cross” fue
de 200 segundos, mientras que la de las medidas realizadas mediante el modo
“Modulated 3D Cross” fue de 100 segundos. La variacién del modo de medida no
implica cambio en los valores del radio hidrodindmico de la muestra. El software
utilizado integra todas las operaciones necesarias para el calculo del radio
hidrodindmico, y por tanto, ofrece directamente como dato de salida el valor promedio
de Rh.

La dispersion de luz estatica (SLS) es una técnica optica que mide la intensidad de la luz
dispersada en funcidén del angulo de dispersion. La medida de la intensidad de

dispersion a angulos diferentes permite el calculo del radio de giro (R) que consiste en

un parametro estructural definido mediante la Ecuacion 6:

2 _ 2
Rg - f r g(r)dr Ecuacion 6

Donde r es la distancia desde un punto de referencia y g(r) es la funcion de distancia
par. Dicha funcién contiene informacidn sobre la forma y tamafio de las particulas. A
partir del radio de giro (R;) se obtiene el radio geométrico de las particulas. Suponiendo
geometria esférica, R, estd relacionado con el radio geométrico (R) mediante la

Ecuacion 7.
2 .y
g 5 Ecuacion 7

Las medidas de dispersion estatica de luz se llevaron a cabo a una temperatura constante
de 25°C, a angulos entre 60° y 110°, con un espectrofotdmetro de correlacion cruzada de

fotones 3D (LS Instruments).
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3.2.11. Analisis acelerado de la estabilidad de las dispersiones
mediante analisis 6ptico

Esta técnica se utilizo para estudiar de manera acelerada la estabilidad de nano-
emulsiones y dispersiones de nanoparticulas mediante el anélisis de los fendmenos de
migracion y modificacion del tamafio de particula. Para ello se utilizd un instrumento
Turbiscan™ Lab (Formulaction), colocando 15 mL de la muestra en el vial cilindrico de
medida. La fuente de luz consiste en un diodo electroluminiscente que emite en el
infrarrojo cercano (A = 880 nm). El instrumento consta de dos sensores Opticos, el
sensor de transmision (180° respecto la luz incidente) y el sensor de luz retrodispersada
(45° respecto la luz incidente). Es posible examinar la muestra mediante dos modos:
posicion fija y escaneo de muestra. Las medidas se llevaron a cabo usando el modo de
escaneo, en el cual se realiza una lectura a lo largo de la muestra cada 40 um de altura,
hasta un maximo de 55 mm. Esta técnica proporciona el porcentaje de luz transmitida y
retrodispersada para cada altura de muestra analizada a lo largo de un tiempo
determinado. Los datos obtenidos permiten la deteccion de los fendmenos de migracion
y cambio de tamafio de particula que ocurren en la muestra. La transmision se utiliza
para analizar muestras transparentes, translucidas o ligeramente turbias, mientras que la

retrodispersion se aplica en muestras de mayor turbidez y en muestras opacas.

Detector de Transmision

1 scan cada 40um

<

Detector de Retrodispersion

Figura 19. Esquema representativo del sistema de funcionamiento del instrumento Turbiscan™
Lab.

Las medidas para cada muestra se llevaron a cabo en intervalos de 1 hora durante un

periodo de 24 horas, a una temperatura de 25°C.
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3.2.12. Movilidad electroforética: determinacion del potencial
zeta

La repulsion electrostatica es un factor que contribuye a la estabilizacion de sistemas
coloidales, y se debe principalmente a la carga superficial de las particulas y a la
formacion de una nube de contraiones alrededor de éstas. Debido a la atraccion que
ejerce una particula coloidal cargada, se origina la formacion de una capa rigida de
contraiones alrededor de su superficie, conocida como la capa de Stern. La carga
superficial del coloide y los contraiones que forman la capa de Stern atraen iones
positivos y negativos, que se sitian alrededor de la capa de Stern formando una capa
difusa. La capa de Stern y la capa difusa forman la doble capa eléctrica, cuya carga total
compensa la carga superficial de la particula coloidal. En la capa difusa existe un limite
teorico dentro del cual los iones y la particula coloidal forman una entidad estable.
Cuando la particula se mueve, los iones dentro de este limite se desplazan con ella. Este
limite se conoce como superficie de cizalla hidrodinamica o plano de deslizamiento.
Cuando las particulas coloidales cargadas son sometidas a un campo eléctrico se
observa el fendmeno de electroforesis. La determinacion de la movilidad electroforética
permite obtener informacién sobre el potencial eléctrico en el plano de deslizamiento.
Este potencial se conoce como potencial electrocinético o potencial zeta (Pyell, 2010).
El valor de potencial Z proporciona una estimaciéon de la carga superficial de las
entidades dispersas (gotas o nanoparticulas) que permite evaluar su contribucion a la
estabilidad del sistema debido a la repulsidn electrostatica de cargas entre las particulas

0 gotas.
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Figura 20. Representacion esquemadtica de una particula coloidal cargada negativamente y su
interaccion con las cargas del medio continuo con sus correspondientes potenciales seglin la
distancia a la superficie.

Las medidas de movilidad electroforética se realizaron empleando el instrumento
Zetasizer Nano-Z (Malvern), provisto de una fuente de luz laser de longitud de onda de
633 nm. Las muestras se introducen en una celda a través de la cual pasa el laser.
Mediante la aplicacion de un campo eléctrico alterno se provoca un movimiento de
particulas que causa cierta fluctuacidon de intensidad de luz dispersa, proporcional a la
velocidad de particula. El instrumento, que presenta un detector de luz dispersa a un
angulo de aproximadamente 13°, capta dicha fluctuacidon. A partir de estos datos se
determina la movilidad electroforética (n). El potencial z ({) se calcula mediante la

ecuacion de Henry (Ecuacion 8).

_ 2¢& & f(ka) Ecuacion 8
3n

Donde ( es el potencial zeta, pu es la movilidad electroforética, n es la viscosidad del
liquido, ¢, es la constante dieléctrica relativa del agua, € es la permitividad del vacio y

f(xr) es la funcion de Henry, que generalmente toma dos valores: 1,5 o 1,0.
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El valor de f(xr) = 1,5 se fija cuando se asumen sistemas con un tamafio de particula
igual o superior a 200 nm en el que las particulas estan dispersadas en soluciones de
electrolitos de concentracion superior a 10°M. Este modelo se conoce como
aproximacion de Smoluchowski, y es el utilizado en este trabajo para la determinacion
del potencial zeta. El valor de de f(kr) = 1 se emplea en el caso de particulas mas

pequeiias dispersadas en un medio de menor constante dieléctrica.

3.2.13. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucidon se empled para cuantificar el filtro solar
contenido en las nanoparticulas de los sistemas estudiados, puesto que dicha técnica
permite la determinacidon de concentraciones muy bajas de moléculas no volatiles en
mezclas con una alta precision. Para ello se utiliz6 un cromatégrafo de alta resolucion
Waters, provisto de una bomba de gradiente binario (Waters 1525), que permite un flujo
maximo de 10 mL/min y una presién méaxima de trabajo de 6000 psi. El instrumento
también estd equipado con un detector UV con un rango de longitud de onda de 190 a
700 nm, un refractometro con un rango de flujo de 0,01 a 10 mL/min, un autoinyector
(Waters 2707) y un sistema de adquisicidn y tratamiento de datos (Breeze® 2).

La técnica se basa en la inyeccion de una pequeiia cantidad de muestra liquida en una
corriente de liquido en movimiento (fase movil) que pasa a través de una columna
empaquetada con particulas de fase estacionaria. La separacion de una mezcla en sus
componentes depende de los diferentes grados de retenciéon de cada componente en la
columna. Puesto que los compuestos tienen diferentes movilidades, eluyen de la
columna a tiempos diferentes, caracteristicos de cada substancia. Si el compuesto a
identificar absorbe en el rango de la luz UV, utilizando el detector UV se obtendra una
lectura de la cantidad de luz absorbida, que sera directamente proporcional a la
concentracion del compuesto. En el cromatograma obtenido, el pico que aparece en el
tiempo de retencion correspondiente al compuesto a analizar presenta un area que es
proporcional a la cantidad de compuesto detectada. A partir de la integracion de areas es
posible determinar la concentracion del compuesto de interés (Ahuja, 2006).

El contenido en filtro solar de las nanoparticulas se determiné mediante una recta de
calibrado obtenida en un rango de concentraciones comprendido 2:10* y 2,5-107 % de

filtro solar en etanol. La fase mévil utilizada fue una mezcla etanol/agua/acido acético
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con una relacién en volumen 70/29,5/0,5, con un flujo de 1 mL/min y un volumen de
inyeccion de 20 pL. La determinacidn de la concentracion se llevo a cabo a una longitud
de onda de 309 nm (E (1%, A=309 nm) = 1,2) (Salvador, 2003).

La determinacién de la concentracion de filtro solar en las nanoparticulas se realizo de
manera indirecta, midiendo el contenido de filtro solar presente en la fase externa. Para
ello se utilizaron los filtros de centrifuga Ultracel®- 50 K de Amicon®™ Ultra, con una
capacidad de muestra de 4 mL y un peso molecular de exclusién de 50 kDa, inferior al
peso molecular de la etilcelulosa empleada para la preparacion de las nanoparticulas. El
proceso de filtracion se llevod a cabo mediante centrifugacidon, empleando una centrifuga
Eppendorf, modelo 5804 R a 2150 g durante 1 hora a una temperatura de 25°C, usando
las velocidades minimas de aceleracion y frenado. Las muestras empleadas
corresponden a las dispersiones de nanoparticulas obtenidas tras la evaporacion del
solvente o la reaccion de entrecruzamiento de las nanoparticulas. Se utilizaron 8 gramos
para cada muestra (fraccionados en dos filtros). Tras el filtrado, las nanoparticulas
quedan retenidas en el filtro, mientras que la fase externa acuosa pasa a través de ¢él. A
fin de concentrar la muestra y poder utilizar etanol como solvente (mas adecuado para
realizar las medidas de HPLC), se unieron las dos fracciones de liquido filtrado (fase
externa) correspondientes a la misma muestra y se elimind el agua mediante
liofilizacidon. Para ello, se empled una liofilizadora modelo Alpha 2-4 LD Plus, de
Christ. Las muestras se congelaron con CO, solido (-78°C) y a continuacion se
mantuvieron en la liofilizadora durante 48 horas (0,23 mbar, -35°C). El solido
recuperado se redisolvio en 2 gramos de etanol, y se obtuvo una solucion de
concentracion cuatro veces mayor a la inicial. Posteriormente, las muestras se
inyectaron en el cromatografo en volimenes de 20 pL, realizando las medidas por
triplicado, bajo las mismas condiciones empleadas para la recta de calibrado. La
concentracion del filtro solar se determind por interpolacion del area obtenida mediante

el analisis de HPLC en la recta de calibrado.

3.2.14. Espectrofotometria UV-Visible

La técnica de espectrofotometria UV-Visible se utilizdé para determinar la region de
absorcion del filtro solar organico empleado. Para ello, se utilizé un espectrofotdmetro

UV-Visible Cary 400. Las medidas se llevaron a cabo mediante dilucion del filtro solar
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en etanol, utilizando etanol puro como referencia (blanco) a temperatura ambiente
(=25°C). Las muestras se colocaron en cubetas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico. El
espectro de absorbancia se determind en el intervalo de radiacion del UV-Visible (250-

800 nm).

3.2.15. Espectrofotometria de fluorescencia

La técnica de espectrofotometria de fluorescencia se utilizé para determinar la presencia
de blanqueantes oOpticos en el detergente empleado en los ensayos de resistencia al
lavado de los tejidos tratados. Para ello, se utilizé un espectrofotdmetro de fluorescencia
Cary Eclipse. Las medidas se llevaron a cabo mediante dilucion del detergente en agua,
colocando la muestra en una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino Optico, con las cuatro
caras transparentes. El andlisis se realiz6 a partir de los espectros de emision de la
muestra en el intervalo de radiacion del visible (400 — 900 nm), obtenidos debido a la
excitacion de la muestra a diferentes longitudes de onda (315 — 375 nm), comprendidas
en el intervalo de radiacion tipico en el que se produce la excitacién de las moléculas

clasificadas como blanqueantes 6pticos.

3.2.16. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La espectroscopia infrarroja se utilizé para evaluar la composicion de la superficie de
los tejidos pretratados. Es una técnica analitica instrumental que permite conocer los
principales grupos funcionales de la estructura molecular de un compuesto. Esta
informacion se obtiene a partir del espectro de absorcion de dicho compuesto al haberlo
sometido a la accion de la radiacion infrarroja. El espectro IR de un compuesto suele
representar los valores del % de transmitancia (%T) en funcidn del numero de onda (cm
1, que corresponde al inverso de la longitud de onda. La absorcion de radiacion IR por
un compuesto a una longitud de onda dada, origina un descenso en el %T, lo que se
pone de manifiesto en el espectro en forma de una banda de absorcion. La energia
particular a la que aparece cada banda en un espectro esta relacionada con la frecuencia
de vibracion de una parte de la molécula (Smith, 2011 (cap.1)).

La técnica de ATR (Attenuated Total Reflectance) se utilizd para analizar las muestras

textiles. En esta técnica, el haz de infrarrojo incide con un cierto angulo en un cristal
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opticamente denso con una alto indice de refraccion. La reflectancia interna del cristal
crea una onda evanescente que se extiende mas allad de su superficie (so6lo unas pocas
micras), penetrando en la muestra, que se coloca en intimo contacto con la superficie del
cristal (Figura 21). La onda evanescente se ateniia en las regiones del espectro de
infrarrojo en las que la muestra absorbe energia. Dichas atenuaciones se ponen de
manifiesto en el espectro de infrarrojo en forma de bandas de absorcion (Smith,

2011(cap.4)).

)
| ——
Muestra Cristal de ZnSe
—> Hacia el detector
——

Haz infrarrajo

Figura 21. Representacion esquematica de un sistema de ATR con muestra textil.

Las medidas de ATR se llevaron a cabo en un espectrofotometro Nicolet Avatar 360
FT-IR (ThermoScientific), que incorpora el método de transformada de Fourier (FT-IR)
(Smith, 2011(cap.2)), utilizando un cristal de ZnSe. Para obtener los espectros se utilizd
el software Omnic.

Se realizd previamente un blanco haciendo pasar el haz IR a través del cristal sin
muestra. Las muestras textiles se midieron colocando tejido a cada lado del cristal, para
lograr una mayor intensidad de sefial. Asimismo, se determind el espectro FT-IR del
agente reticulante Desmodur N100 empleando como soporte una pastilla de NaCl,

transparente al intervalo de radiacion IR cercano.

3.2.17. Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X
(XPS)

Las modificaciones quimicas producidas en la superficie (hasta aprox. 10 nm de
profundidad) de los tejidos pretratados con Desmodur N100 con concentraciones del
0,005% y 0,0005% (3.2.6) se analizaron mediante espectroscopia de fotoelectrones

emitidos por rayos X (XPS, X-ray photolectron spectroscopy). En esta técnica, la
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muestra se irradia con un haz de rayos X, que excita los electrones de los niveles mas
internos de los atomos, provocando la emision de fotoelectrones que se cuantifican en
funcién de su energia cinética, proporcionando informacidn sobre la energia de enlace
de cada nivel y, por tanto, sobre la naturaleza y el entorno quimico de cada atomo
emisor. Los picos que aparecen en los espectros de XPS corresponden a la
configuracién electrénica de los atomos, por ejemplo, 1s, 2s, 2p, 3s, etc. El numero de
electrones detectado en cada uno de los picos esta directamente relacionado con la
cantidad del elemento presente en la superficie irradiada (Leng, 2008).

Las medidas de XPS se realizaron en un Sistema de 5500 Multitécnica PHI (Physical
Electronics) con una fuente de rayos X monocromatica (Al Ka /ine de 1.486,6 eV de
energia y 350 W de potencia) perpendicular al analizador, y un angulo entre el
analizador y la muestra de 45°. Se analizd un area circular de 0,8 mm de didmetro. La
resolucion seleccionada para los espectros generales fue de 187,5eV de energia de paso
y 0,8 eV/paso. Los espectros de alta resolucidn para los diferentes elementos se tomaron
a 23,5 eV de energia de paso y 0,1 eV/paso. Todas las medidas se realizaron en una

camara de ultra alto vacio (UHV, ulta high vacuum,), entre 7- 10° y3: 10® mbar.

3.2.18. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry) se
empleo para estudiar las transiciones térmicas de los materiales poliméricos de partida (EC
y tejido de algodon).

La calorimetria diferencial de barrido registra la diferencia en la cantidad de calor entre
la muestra y una referencia en funcién de la temperatura de la muestra cuando ambas
estan sometidas a un programa controlado de temperatura. En general, se puede trabajar
en un intervalo de temperaturas que va desde la temperatura del nitrégeno liquido (< -
195,8°C) hasta unos 600°C. Los materiales poliméricos presentan sus transiciones
térmicas (transicion vitrea, cristalizacidon/fusion y degradacidon) en dicho intervalo de
temperatura, razén por la cual el DSC se emplea fundamentalmente para la
caracterizacion de polimeros.

La muestra y la referencia se alojan en dos pocillos idénticos que se calientan mediante
resistencias independientes. Esto hace posible emplear el principio de “balance nulo” de

temperatura. Cuando en la muestra se produce una transiciéon térmica, se adiciona
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energia térmica bien sea a la muestra o a la referencia, con objeto de mantener ambas a
la misma temperatura. Debido a que la energia térmica es exactamente equivalente en
magnitud a la energia absorbida o liberada en la transicion, el balance de energia
proporciona una medicidon calorimétrica directa de la energia de la transicion. El
calorimetro consta de un horno calorimétrico, un sistema de gas de purga y un
procesador para el control del instrumento y la adquisicion de datos. El termograma que
se obtiene representa la diferencia de energia (AE) requerida para mantener las dos
capsulas a la misma temperatura, en funcion de la temperatura (Brown, 2001 (cap.4)).

Los analisis se llevaron a cabo en un calorimetro diferencial de barrido DSC 823
Mettler Toledo, en atmosfera controlada de nitrogeno (a fin de evitar procesos de
oxidacién). En todos ellos, se empled una cantidad de muestra entre 5 y 10 mg. Todas
las medidas se llevaron a cabo colocando las muestras en cépsulas de aluminio
utilizando una velocidad de calentamiento y/o enfriamiento de 10°C/min. Las medidas
se realizaron a diferentes rangos de temperatura en funcion de los fendmenos a estudiar,

empleando una temperatura minima de -50°C y maxima de 250°C.

3.2.19. Analisis termogravimétrico (TGA)

La técnica de termogravimetria se empled para determinar el contenido en sustancias
volatiles (principalmente el contenido en agua) y la temperatura de descomposicioén de
la EC, el tejido de algoddn y las nanoparticulas obtenidas.

El andlisis termogravimétrico consiste en registrar de manera continua la masa de una
muestra colocada en una atmosfera controlada, bien en funcidon de la temperatura
(experimento dindmico), o bien en funcién del tiempo manteniendo la temperatura
constante (experimento isotermo). La representacion de la masa o del porcentaje de
masa en funcién del tiempo o de la temperatura se denomina termograma o curva de
descomposicién térmica. En el presente estudio se llevaron a cabo experimentos
dindmicos, presentando los resultados mediante la expresion del porcentaje de masa en
funcién de la temperatura. Esta técnica requiere una instrumentacion que consta
basicamente de una balanza analitica sensible, un horno, un sistema de gas de purga
para proporcionar una atmosfera inerte y un procesador para el control del instrumento

y la adquisicién de datos (Brown, 2001 (cap.3)).
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Los analisis se llevaron a cabo en la termobalanza TGA/SDTA 851 Mettler Toledo, en
atmosfera controlada de nitrogeno. Se utilizaron aproximadamente 5 mg de muestra,
colocados en una cépsula perforada de aluminio. El rango de temperatura estudiado
varié desde un minimo de 25°C hasta un maximo de 550°C, aplicando una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

3.2.20. Sorcion dinamica de vapor (DVS): isotermas de sorcion

La técnica de sorcidon dindmica de vapor (DVS, Dynamic Vapour Sorption) se empled
para estudiar la sorcion de vapor de agua del tejido de algodon utilizado en este estudio.
El comportamiento del textil frente a la humedad relativa del ambiente es una propiedad
fisica caracteristica de cada tejido.

El instrumento empleado para realizar un analisis de sorcion dindmica de vapor consiste
en una microbalanza que registra los cambios en el peso de la muestra en funcidn de la
humedad relativa (HR) del ambiente, que se modula de manera controlada. Para ello, se
realiza un barrido a diferentes HR a una temperatura dada, en el que se pasa de un valor
de HR al siguiente una vez la muestra ha alcanzado el estado de equilibrio (Driemeier,
2012).

Las medidas de DVS se llevaron a cabo mediante el instrumento TGA Q5000 (TA
Instruments), empleando una cantidad de muestra de algodon no tratado de 6 mg. El
método utilizado para el analisis de la muestra consistié en un acondicionamiento a
60°C para eliminar el contenido de humedad del tejido, iniciando las medidas a un 0%
HR. El experimento se llevd a cabo a una temperatura de 25°C, aumentando la HR del
sistema en intervalos del 10%, a partir de un 5% HR y hasta un 95% HR, una vez
alcanzado el equilibrio en cada punto. Se consideré que la muestra habia alcanzado el
equilibrio cuando la variaciéon de peso de muestra detectada por la microblanaza no
superara el 0,02% durante un tiempo de 18 minutos. En caso de no llegar a cumplirse
dicha condicidén, la muestra se mantuvo a la determinada HR durante 500 minutos antes
de aumentar el valor de HR del sistema. Una vez alcanzado el 95% HR, se inicio el

descenso hasta el 5% HR, en las mismas condiciones.
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3.2.21. Determinacion del angulo de contacto (0) de films de EC
y tejido de algodon vy trabajo de adhesion (WA) entre ambos
sustratos

La determinacion del dangulo de contacto de films de EC y tejido de algodon con
diferentes liquidos de mojado se llevd a cabo para calcular las componentes de energia
libre superficial (SFE, surface free energy) de ambos sustratos y asi poder realizar una
estimacion del trabajo de adhesion (W,) entre la EC y el tejido de algoddn.

El 4ngulo de contacto (0) es el &ngulo que forma la superficie de un liquido al entrar en
contacto con un solido. Dicho angulo viene determinado por la competicion entre las
fuerzas moleculares del propio liquido (fuerzas de cohesion) y las fuerzas entre el
liquido y el solido (fuerzas de adhesion). A partir de los valores de angulo de contacto
de un soélido con determinados liquidos se pueden calcular las componentes SFE del
solido mediante diversos métodos (Molina, 2010). En este trabajo se han llevado a cabo
dos métodos diferentes para la determinacion de las componentes SFE de los films de
EC y del tejido de algodén, en funcidn de las caracteristicas de cada uno de los
sustratos. En el caso de los films de EC se aplicé un procedimiento basado en el método
de Wilhelmy (Di Mundo, 2011), en el que se midid la fuerza de mojado existente entre
el film de EC y determinados liquidos. En el caso del tejido de algoddn, tratdindose de
un material poroso, el angulo de contacto se determind mediante el método de ascenso
capilar, que permite el calculo del angulo de contacto aplicando la ecuacién de
Washburn (Washbun, 1921).

Los angulos de contacto del film de EC se determinaron utilizando como liquidos agua,
diyodometano y formamida, a partir de la fuerza de mojado registrada con una
electrobalanza KSV Sigma 700 (Ecuacién 9). Para ello, se suspendio un film de EC de
aproximadamente 1cm de ancho por 3 cm de alto, considerando espesor menospreciable
(<1 mm). El perimetro de mojado para cada film se determind con pie de rey. Los ciclos
de histéresis de mojado se realizaron a una temperatura de 20°C, una velocidad de 0,5
mm/minuto y 5 mm de profundidad de inmersion. Las medidas se realizaron por
triplicado.

F=Fy—F,=vy,LcosO— pgAh Ecuacion 9

Donde F es la fuerza registrada por la electrobalanza, Fy la fuerza de mojado, F} la

fuerza de flotacion, y; la tensidn superficial del liquido, L el perimetro de mojado, & el
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angulo de contacto sdlido/liquido, p densidad del liquido, g la aceleracion de la
gravedad, A4 el area de la seccidn transversal del solido sumergido y # la profundidad de
inmersion.

Los angulos de contacto del tejido de algodon se determinaron mediante el método de
ascension capilar, a partir de la fuerza de mojado registrada por la electrobalanza KSV
Sigma 700. Para ello, se prepararon muestras textiles de dimensiones de 1 cm de ancho
y 2 cm de alto y se emplearon como liquidos de mojado decano, diyodometano y
formamida. Mediante la electrobalanza, se registrd la fuerza ejercida por el tejido de
algodoén antes de entrar en contacto con el liquido (peso del tejido), la variacion de la
fuerza durante el ascenso de liquido a través de los capilares del tejido y una vez
alcanzada la capacidad maxima de retencién de liquido, la fuerza correspondiente al
tejido justo después de separarlo del liquido de mojado. Las medidas para cada liquido
se realizaron por triplicado. La ecuacion de Washburn modificada (Zenkiewicz, 2007)
(Ecuacion 10), que relaciona la ganancia de masa en funcidn del tiempo, se utilizo para

el calculo del angulo de contacto.

, C p? ycos6 Ecuacion 10
me = — t

Donde m es la masa del liquido, C es un pardmetro estructural relacionado con los
capilares de la muestra, p es la densidad del liquido, y es la tension superficial del
liquido, € es el angulo de contacto, # es la viscosidad del liquido y t representa el
tiempo.

La determinacion de las componentes SFE para los sustratos solidos se realizd a partir
de los valores de angulo de contacto, aplicando la aproximacion propuesta por Fowkes
(Fowkes, 1962) para calcular las componentes dispersivas (Ecuacion 11) y el modelo
propuesto por Owens y Wendt (Owens y Wendt, 1969) para el célculo de las

componentes polares (Ecuacion 12).
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Ecuacion 11
yr (1 + cos6) =2 /VLdVSd

y.(1 + cos@) . .

> — VstLd + Vsppr Ecuacion 12
Donde vy; es la tension superficial del liquido, 6 es el angulo de contacto entre el sélido y
el liquido, ys? y ./ son respectivamente las componentes dispersivas del solido y del

liquido y v¢” y vi” son respectivamente las componentes polares del solido y del liquido.

El trabajo de adhesion (W,) representa el trabajo que se debe aplicar para superar la
suma de todas las interacciones que mantienen unidos dos sustratos determinados. Para
calcular el trabajo de adhesion entre la EC y el tejido de algodon se aplico la Ecuacion
13, que relaciona las componentes de SFE dispersivas y polares de dos sustratos en
contacto. Esta aproximacién no tiene en cuenta todas las posibles fuerzas que

interactian entre ambos sustratos, sélo las de naturaleza fisico-quimica.

_ d . .d PP
Wy = ZJV1 V2 +2\/V1 Y2 Ecuacion 13

Donde W, es el trabajo de adhesion entre dos sustratos (1 y 2), yd es la componente
dispersiva de la energia libre superficial para 1 y 2 y y* la componente polar de energia

libre superficial de los sustratos 1y 2.

Tabla II. Componentes de tension superficial (mN/m) segun van Oss (van Oss, 1990).

Liquidos y e td
Agua 72,8 21,8 51
Decano 23,8 23,8 0
Diyodometano 50,8 50,8 0
Formamida 58 39 19
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3.2.22. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision se empled para evaluar la morfologia de las
nanoparticulas obtenidas y determinar su tamafio. Asimismo, los andlisis de imagen
correspondientes a las micrografias de TEM se emplearon para obtener una distribucion
del tamafio de nanoparticula.

Esta técnica microscopica se basa en la irradiacion de una muestra con un haz de
electrones. Una fraccion de dichos electrones son transmitidos, otra parte dispersados y
otros dan lugar a interacciones que producen distintos fendémenos como emision de luz,
electrones secundarios y Auger, rayos X, etc. El microscopio emplea la
transmision/dispersion de los electrones para formar imagenes (Williams & Carter,
1996).

Para la observacion de nanoparticulas se empled el microscopio electrénico Jeol JEM
1010. La preparacion de las muestras se realizd sobre rejillas de cobre con
recubrimiento de Formvar®. La muestra se depositd durante 2 minutos sobre la rejilla, y
a continuacion se tifio durante un minuto con una solucion acuosa del 2% en peso de
acido fosfotingstico para conseguir la tincion negativa de las nanoparticulas. La
distribucion de tamafios se determind por andlisis directo de las imagenes obtenidas de
TEM utilizando el software “Image]”’, mediante un recuento total superior a 1000
nanoparticulas. El tratamiento numérico de los datos se llevd a cabo mediante analisis

estadistico, utilizando el programa “Origin”.

3.2.23. Microscopia electrdonica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se empled para evaluar la morfologia y superficie
de las nanoparticulas, asi como para estudiar de forma cualitativa la deposicion de éstas
sobre las fibras de algodon tras los diversos métodos de aplicacion sobre el tejido.

La técnica de microscopia electronica de barrido también utiliza un haz de electrones
que se irradia sobre la muestra. Sin embargo, a diferencia de la técnica de microscopia
electrénica de transmision, las imdgenes que se obtienen en el microscopio electronico
de barrido corresponden a electrones secundarios o electrones retrodispersados emitidos

tras la interaccion con la muestra de un haz incidente (Eckelt, 2007).
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Para la observacion de muestras por microscopia electronica de barrido se emplearon
dos instrumentos: el microscopio FE-SEM Hitachi S-4100 y el microscopio HITACHI
S-3500N. La observacién de muestras en el microscopio FE-SEM Hitachi S-4100 se
llevé a cabo bajo un voltaje de aceleracion de 30 kV. Para ello, las muestras se
recubrieron previamente con carbono empleando el Evaporador Emitech K950X en
condiciones de vacio, con una presién correspondiente a 4-10* mbar. El grosor
aproximado del recubrimiento fue de 10 nm. La observacion de muestras en el
microscopio HITACHI S-3500N se llevé a cabo bajo un voltaje de aceleracion de 5 kV.
Para ello, las muestras se recubrieron previamente con Au/Pd, aplicado con el
instrumento sputtering Polaron SC500, obteniendo un grosor de recubrimiento
aproximado de 20 nm. En las muestras textiles, ademas del recubrimiento descrito, se

deposito plata coloidal sobre los extremos de la muestra.

3.2.24. Analisis de la transmitancia de tejidos y determinacion
del factor de proteccion ultravioleta (UPF)

Transmitancia

Las medidas de transmitancia de los tejidos se llevaron a cabo para determinar la
proporcion de radiacion UV que atraviesa la muestra textil y asi estudiar el efecto
producido por la aplicacion de nanoparticulas sobre los tejidos de algodén mediante los
distintos métodos empleados (Figura 22).

La radiacién que incide sobre una muestra de tejido puede ser reflejada, absorbida o
transmitida. La parte de radiacion que atraviesa el tejido se transmite de forma directa a
través de los orificios o huecos del tejido y de forma difusa a través del tejido, siendo la
proporcion de energia transmitida funcién de la longitud de onda. Esta fraccion de
radiacidn transmitida en la zona del ultravioleta es la que afecta directamente sobre la
piel, por tanto cuanto menor sea el porcentaje de radiacion ultravioleta transmitida a
través del tejido menor sera el dafio que ésta puede causar. El espectro de transmitancia
representa el porcentaje de radiacion ultravioleta transmitida en funcion de la longitud
de onda (entre 290 y 400 nm). Esta zona de radiacion esta dividida en las bandas UVB
(entre 290 y 315 nm) y UVA (entre 315 y 400 nm).
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Muestra

\ Esfera integradora
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Lémpara colimacidn

Fotodetector

Figura 22. Esquema representativo del sistema de medida de reflectancia con esfera
integradora.

Para la obtencion de los espectros de transmision difusa en el ultravioleta se ha utilizado
un Analizador de Transmitancia en el Ultravioleta modelo UV-1000F de Labsphere,
midiendo la transmitancia en el rango de longitudes de onda entre 290 y 400 nm. Las
mediciones se realizaron sobre capa simple del tejido en relajacion (sin tension).
Previamente las muestras se acondicionaron durante 24 horas a una temperatura
constante de 20°C £ 2°C y humedad relativa del 65 % = 4 %. Los espectros mostrados
corresponden a un promedio de cuatro mediciones. Dichas condiciones de medida
cumplen con los requerimientos de la norma AS/NZS 4399/1996. Esta norma establece
los requisitos para la determinacidn del factor de proteccion ultravioleta de textiles de

uso personal y especifica el tipo de etiquetado.

Determinacion del UPF

El factor de proteccion ultravioleta (UPF) es un parametro que expresa de manera
cuantitativa la efectividad que posee un tejido para proteger la piel frente a la radiacion
UV, y se determina a partir de técnicas in vitro mediante espectrofotometria. Cabe
distinguir el concepto de UPF de un tejido del concepto de factor de proteccion solar
(SPF), que se define como el tiempo de exposicion solar necesario para producir eritema
minimo detectable en la piel y se determina mediante técnicas in vivo, utilizando
aplicaciones topicas. El UPF de los tejidos se calculd a partir de la transmitancia medida

la norma AS/NZS 4399/1996 (Ecuacion 14).
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2%388 E; X §3 X AL Ecuacion 14

UPF =
YASINE, X S X Ty x AA

Donde E, es el espectro eritemal segin CIE (Comité Internacional de Iluminacion)
(CIE, 1998), S, es la irradiancia espectral solar, T, es la transmitancia espectral del
tejido, AL es la anchura de banda (nm) y A es la longitud de onda (nm).

El grado de UPF se calcul6 segun la formula mostrada en la Ecuacién 15, redondeando
el resultado por debajo al multiple de cinco mas cercano.

Grado UPF = UPF medio — E Ecuacién 15

Donde E es el error estandar de la media del UPF, correspondiente a una correccion
estadistica calculada para un nivel de confianza del 99 % a partir de la
Ecuacion 16.

E = tea X SD/\/N Ecuacion 16
Donde ty g es la t variante (distribucion t de Student) correspondiente a unos valores de
a= 0,005 y k=N-1, SD es la desviacion estandar y N es el nimero de probetas.
Si el grado de UPF calculado de esta manera es menor que el valor UPF individual mas
bajo medido para la muestra, se tomara como grado de UPF el valor UPF individual
mas bajo redondeado por debajo al multiple de cinco més cercano. En el etiquetado, la
ropa protectora del sol se clasifica segun el grado UPF (determinado de acuerdo con el
Anexo A de la Norma AS/NZS 4399/1996) en diferentes categorias de proteccion UVR
(total del espectro ultravioleta, UVA + UVB) tal y como se muestra en la Tabla III.

Tabla I11. Clasificacion de la ropa protectora del sol segiin el grado de UPF determinado de
acuerdo con el Anexo A de la Norma AS/NZS 4399/1996

Rango de i ..

T Categoria de proteccion UVR Transmision UVR (%) Grado UPF
15a24 Proteccidn buena 6,7-4,2 15,20
25a39 Proteccion muy buena 4,1-2,6 25, 30, 35

40 a 50, 50+ Proteccion excelente <25 40, 45, 50, 50+
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4.1. Formacion y caracterizacion de nano-emulsiones

Uno de los objetivos de esta investigacidn es la obtencién de nanoparticulas poliméricas
con principios activos o compuestos liposolubles incorporados, mediante la utilizacion
de nano-emulsiones como plantilla. Atendiendo a dicha finalidad, se ha estudiado la
formacion de nano-emulsiones de tipo O/W en sistemas agua /tensioactivo no-ionico
etoxilado / [solucion de polimero vy filtro solar] a 25°C.

En lo que respecta al tensioactivo, segiin la norma de Bancroft (Bancroft, 1912), la fase
en la que el tensioactivo es mas soluble constituye la fase continua. Debido a ello, para
la formacion de emulsiones de tipo O/W, se seleccionaron tensioactivos no-iénicos
etoxilados con mayor afinidad por la fase acuosa que por la fase oleosa, es decir, con un
numero HLB>10 (Griffin, 1949). Con Ila finalidad de obtener posteriormente
nanoparticulas mediante el método de evaporacion del solvente, el solvente orgénico de
las nano-emulsiones debe ser volatil. Ademas debe presentar la capacidad de disolver el
polimero y el filtro solar. Por ello, se seleccioné como solvente organico el acetato de
etilo, ya que su punto de ebullicion (T=77°C) facilita su posterior eliminacion mediante
evaporacion. Asimismo, este solvente presenta menor toxicidad que los solventes
organicos comunmente utilizados en la formacién de emulsiones tipo O/W empleadas
para la preparacion de particulas por evaporacion de solvente, como son el
diclorometano, el tolueno o el benceno (André-Abrant, 2001; Spernath & Magdassi,
2007; Morales, 2007). El polimero seleccionado para preparar las nano-emulsiones fue
la etilcelulosa. Este polimero es soluble en acetato de etilo a temperatura ambiente y
forma soluciones transparentes e incoloras hasta concentraciones de al menos un 12%.
La etilcelulosa es un derivado semisintético de la celulosa, diferenciandose de ésta por
una sustitucion parcial de los grupos hidroxilo de las cadenas celuldsicas por grupos
etilo (Werzt, 2010). Por tanto, es un polisacarido hidrofébicamente modificado,
biocompatible y con una estructura muy similar a la de la celulosa. Como principio
activo liposoluble se selecciono el filtro solar etilhexil dimetil PABA (nombre INCI),
debido a su solubilidad en solventes orgénicos tales como etanol, acetona o acetato de
etilo y su elevada absorcion en el intervalo de radiacion UVB (en etanol, presenta una
longitud de onda de méxima absorcion (Ansx) de 311 nm y un coeficiente de absorcion

molar (g) de 27.300 dm’ mol™ cm™) (Agrapidis-Paloympis, 1987).
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La seleccion de los componentes del sistema de nano-emulsion se apoya en la
experiencia previa del grupo de investigaciéon de Quimica Coloidal Interfacial (QCI),
que estudid con anterioridad la formacién de nano-emulsiones O/W en sistemas
agua/tensioactivo/[etilcelulosa + acetato de etilo] (Montes, 2009; Calder6, 2010;
Caldero, 2011).

4.1.1.Estudio preliminar de la formacion de nano-emulsiones

La composicion inicial del sistema de nano-emulsion parte de estudios anteriores
(Montes, 2009), en los que se investigo la formacion de nano-emulsiones en el sistema
Agua/Brij96v/[ Acetato de etilo+4% EC] a 25°C. Se observd que una concentracion del
4% de etilcelulosa en acetato de etilo era la maxima concentraciéon de polimero que
permitia la formacion de nano-emulsiones en el sistema mencionado con el tensioactivo
Brij 96v. Dicho tensioactivo es no-idnico etoxilado (HLB = 12,4), presenta una longitud
de cadena de 18 carbonos con una insaturacidon y 10 moles de 6xido de etileno. Como se
ha mencionado anteriormente, en el presente trabajo se incorpord un filtro solar en el
componente oleoso. La concentracion de filtro solar (FS) en la fase oleosa del sistema
corresponde a una relacion EC:FS=3:1 (p/p). Esta proporcion polimero/filtro solar
permite un buena miscibilidad del filtro solar (que consiste en un liquido liposoluble de
densidad 0,990 — 1,000 g/cm3 a 25°C) con la solucidn de etilcelulosa en acetato de etilo.
La solucion de etilcelulosa y filtro solar en acetato de etilo en las proporciones
mencionadas da lugar a un liquido incoloro, transparente y poco viscoso. Dicha
composicidon forma una mezcla homogénea con el tensioactivo. Por lo tanto, el sistema
seleccionado para el estudio inicial de la formacion de nano-emulsiones fue el sistema
Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS]. Como composicion de referencia
se escogid un contenido en agua del 90% p/p y una relacion aceite/tensioactivo (O/S)
correspondiente a 70/30, que tipicamente permite formar nano-emulsiones (Caldero,
2010; Caldero, 2011).

La formacion de nano-emulsiones se evalud en una primera etapa mediante valoracion
visual. Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.1, se obtuvo una nano-
emulsion de aspecto blanquecino translucido, que presentaba efecto Tyndall. Con el
objetivo de obtener nano-emulsiones con tamafios de gota minimos y estabilidad

optima, se estudid la incorporacion de un cotensioactivo. Diversos estudios han puesto
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de manifiesto que el uso de mezclas de tensioactivos contribuye a la mejora de la
estabilidad de las emulsiones (Trotta, 2002; Bertilla, 2004). Se seleccionaron los
siguientes tensioactivos no-ionicos: Cremophor EL, Cremophor RH 40, Tween 20,
Tween 80 y Solutol HS15. Todos los tensioactivos seleccionados presentan nimeros
HLB > 12, iguales o mayores que el del tensioactivo de partida (HLBgsj 96y = 12,4), es
decir, con un caracter hidréfilo similar o superior. El estudio se realizd mediante la
preparacion de emulsiones de 4 gramos, utilizando mezclas Brij 96v/Tensioactivo no-
i6nico = 8/2 (p/p), considerando como referencia el sistema Agua/Brij 96v/[ Acetato de
etilo + 4%EC + 1,3%FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua). El aspecto visual de los sistemas

estudiados se presenta en la Figura 23.

a b c d e f

Figura 23. Dispersiones con una relacion O/S=70/30 y un 90% p/p de agua de los sistemas
Agua/[Brij 96v/cotensioactivo no-ionico]/[Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS], sin
cotensioactivo (a) y con una relacion Brij 96v/cotensioactivo no-iénico = 8/2, siendo el
cotensioactivo: Cremophor EL (b), Cremophor RH 40 (c), Tween 20 (d), Tween 80 (e) y
Solutol HS15 (f).

La imagen presentada en la Figura 23 muestra que las mezclas de Brij 96v con los
tensioactivos Cremophor EL, Cremophor RH 40, Tween 20 y Tween 80 (muestras b-¢)
no permiten una mejora del aspecto visual de la nano-emulsion respecto a la de
referencia. Ademds se observa la formacion de agregados. Los sistemas con mezclas
con Cremophor presentan un aspecto grisaceo (muestras b y ¢), siendo muy similar el
aspecto entre ambos tipos de Cremophor empleados. En cambio, si se observan
diferencias entre la utilizacion de Tween 20 y Tween 80 (muestras d y e,
respectivamente). En las dispersiones obtenidas con la la mezcla Brij 96v/Tween 20, el
aspecto es blanco y opaco. Sin embargo, cuando el tensioactivo empleado es Tween 80,
se observa un aspecto grisaceo translucido y cierta formacidon de precipitado fino y
blanco. Por tanto, el aspecto de las muestras obtenidas a partir de las mezclas con los
tensioactivos Cremophor y Tween (muetsras b-e) sugiere que en caso de haberse
formado nano-emulsiones, éstas se desestabilizan rdpidamente, ya que las caracteristicas
que presentan después de completar la adicidon de agua (aspecto grisaceo, opacidad), no

son propias de una nano-emulsién, y la formacion de agregados indica la inestabilidad
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de dichos sistemas. Sin embargo, la utilizacion de Solutol HS15 como cotensioactivo
(muestra f) da lugar a una dispersion cuyas caracteristicas, evaluadas mediante
observaciodn visual, son muy similares a las de la nano-emulsién de referencia, en la que
solo se emplea Brij 96v como tensioactivo (muestra a). Por consiguiente, se considera
que la mezcla Brij96v/Solutol HS15=8/2 en el sistema empleado da lugar a la formacion
de una nano-emulsion. A partir de los resultados obtenidos se selecciond el tensioactivo
Solutol HS15 para la preparacion de una nano-emulsion de composicion Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua), cuyo aspecto

se muestra en la Figura 24.

Figura 24. Nano-emulsion del sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 4%EC +
1,3%FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua).

La nano-emulsidén que contiene como tensioactivo unicamente Solutol HS15 muestra un
aspecto blanquecino translucido. El aspecto de la muestra es homogéneo, no se
observan signos de desestabilizacion como sedimentacion o cremado y tampoco se
detecta la formacion de agregados sélidos. Cualitativamente, el grado de translucidez
que presenta esta composicion es mayor que el de la nano-emulsién que contiene como
tensioactivo solamente Brij 96v.

En resumen, las nano-emulsiones preparadas con un solo tensioactivo (Brij 96v o bien
Solutol HS15) mostraron, expuestas frente a luz natural, un aspecto translucido con
reflejos rojizos (efecto Tyndall). Los resultados obtenidos con las mezclas de Brij 96v

con otros tensioactivos se presentan en la Tabla IV.

Tabla IV. Formacion de nano-emulsiones segin el tensioactivo no-idénico empleado en la
mezcla “Brij 96v/tensioactivo no-idnico” del sistema Agua/[Brij 96v/Cotensioactivo]/[Acetato
de etilo + 4%EC + 1,3%FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua).

Cotensioactivo Numero HLB Formacién de nano-emulsién
Cremophor EL 12-14 x
Cremophor RH 40 14-16 x
Tween 20 16,7 x
Tween 80 15 x
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Solutol HS15 14-16 v

Si bien los tensioactivos Cremophor RH40 y Solutol HS15 presentan ambos valores de
HLB comprendidos entre 14 y 16, el aspecto visual de las dispersiones obtenidas es
muy distinto (Tabla IV). Los resultados obtenidos sugieren que las diferencias
encontradas entre los sistemas se basan en las distintas estructuras que presentan los
tensioactivos empleados en las mezclas con Brij 96v (Figura 17, apartado 0). A fin de
evaluar la influencia de las estructuras de los compuestos escogidos como
cotensioactivos, se considerard por un lado la influencia que podria tener la estructura
de la cadena apolar y por otro la influencia de la cabeza polar. A excepcidon del
tensioactivo Tween 20, que presenta una longitud de cadena de 12 dtomos de carbono,
todos los demas tensioactivos seleccionados presentan la misma longitud de cadena que
Brij 96v (18 atomos de carbono). Por consiguiente, aunque su grado de saturacion sea
distinto, no se espera que la estructura de la cola apolar dificulte el empaquetamiento de
las mezclas de tensioactivo. En lo que se refiere a la parte hidrofila de los tensioactivos
si que se encuentran mayores diferencias entre ellos, principalmente en el niimero de
moles de o6xido de etileno y en el volumen de la cabeza polar. Segun Israelachvili
(Israelachvili, 1994), las emulsiones O/W se encuentran favorecidas a mayor longitud
de cadena apolar y mayor volumen de cabeza polar. Por lo tanto, para una misma
longitud de cadena, se esperaria que la formacion de emulsiones O/W estuviera
favorecida cuanto mayor fuera el volumen de la cabeza polar. Sin embargo, los
resultados obtenidos parecen indicar que los cotensioactivos con grupos polares mas
voluminosos (Cremophor y Tween) dan lugar a nano-emulsiones inestables, tal y como
se comenta anteriormente, y el tensioactivo con el grupo polar menos voluminoso
(Solutol HS15), da lugar a nano-emulsiones que a corto plazo presentan mayor
estabilidad que las restantes ensayadas. Asimismo, el nimero de moles de 6xido de
etileno de Solutol HS15 (15 moles EO) es mas similar al de Brij 96v (10 moles EO) que
el de los demas tensioactivos empleados (moles EO>20). Por consiguiente, se sugiere
que en las mezclas Brij 96v/cotensioactivo, para el sistema estudiado, a mayor similitud
entre las estructuras de ambos tensioactivos, mejor empaquetamiento en la interfase
aceite/agua y por tanto mayor estabilidad del sistema. No obstante, la utilizacién de
mezclas de tensioactivos no aporta una mejora significativa en la obtencién de nano-
emulsiones mas estables. Por ello, en base a la observacion visual del aspecto y

estabilidad de las nano-emulsiones obtenidas, se seleccionaron los sistemas con los
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tensioactivos Brij 96v y Solutol HS15 para la realizacion de estudios a mayor

profundidad.

4.1.2.Sistema Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4% EC + 1,3% FS]
a 252C

Se estudiaron relaciones componente oleoso/tensioactivo (O/S) superiores a 50/50. Por
debajo de la relacion O/S=50/50, no se obtienen mezclas homogéneas de la fase oleosa
con el tensioactivo, debido a que el tensioactivo forma fases sélidas a 25°C. Por lo tanto,
los resultados presentados corresponden a las lineas de dilucion de relaciones O/S desde
50/50 hasta 90/10.

El primer criterio que se aplicé para considerar si se ha formado una nano-emulsion fue
la evaluacion visual. Esta evaluacion consiste en la observacion de la muestra, situando
a ésta frente a un haz de luz incidente, ya sea luz blanca artificial o luz natural. Las
nano-emulsiones se caracterizan por ser transparentes, translicidas o lechosas y
presentan una elevada fluidez. En cambio, las macroemulsiones son generalmente
opacas, y por tanto no dejan pasar la luz. Otra caracteristica de las nano-emulsiones y en
general de los sistemas dispersos con tamafios de particula pequefios es el llamado
“efecto Tyndall”. Dicho efecto es caracteristico de las dispersiones de pequefio tamafio
de gota o particula, las cuales son capaces de dispersar la luz incidente (Prince, 1977), y
es por tanto otro aspecto que se considera para diferenciar las nano-emulsiones de las
macroemulsiones. En el diagrama pseudo-ternario de la Figura 25 se indican las nano-
emulsiones formadas en el sistema estudiado a 25°C, segin la evaluacion visual
realizada. Se obtuvieron nano-emulsiones a relaciones O/S comprendidas entre 50/50 y
90/10 y contenidos de agua superiores al 50%. Las lineas discontinuas en el diagrama
indican el camino de dilucién seguido para cada relacion O/S, y los puntos marcados en
negro sefialan aquellas composiciones en las que se forman nano-emulsiones. La zona
gris corresponde a las composiciones no estudiadas, por debajo de la relacion

0/8=50/50.
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T=125C Brij 96v

Agua' R Y YAcetato de etilo +
4% EC + 1,3% F5]

Figura 25. Diagrama pseudo-ternario del sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4% EC +
1,3%FS] en el que se indican las nano-emulsiones formadas a relaciones O/S superiores a 50/50
a25°C.

A bajos contenidos de agua (50-70% p/p) las nano-emulsiones presentan un aspecto
mas opaco, mientras que a medida que aumenta el contenido de agua adquieren un
aspecto mas translucido. Las composiciones que ofrecen un aspecto mas translucido son
aquellas con un contenido del 90% p/p de agua, para todas las relaciones O/S. De entre
todas las composiciones estudiadas, la relacion O/S=70/30 con un 90% p/p de agua es la
que presenta cualitativamente un mayor grado visual de translucidez y un efecto Tyndall
mas destacado. El aspecto de las nano-emulsiones obtenidas con un 90% p/p de agua,

para todas las relaciones O/S estudiadas, se muestra en la Figura 26.

OIS
50/50 60/40 70/30 80/20 90/10

Figura 26. Nano-emulsiones correspondientes al sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4%
EC+ 1,3%FS] con un 90% p/p de agua, a diferentes relaciones O/S.

La concentracion de filtro solar presente en las nano-emulsiones correspondientes al
sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS] con un 90% p/p de agua
estd comprendida entre 0,07 y 0,12%, para las relaciones O/S estudiadas (desde 50/50
hasta 90/10). Estos valores cumplen con la regulacion de la FDA (Food and Drug

Administration), que establecié en 1999 que la concentracion de filtro solar etilhexil
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dimetil PABA en una formulacion de uso cosmético debia ser inferior al 8% (FDA,
1999). Esta regulacidon, revisada por ultima vez en abril de 2013, se mantiene
actualmente vigente (FDA databases, 2013).

Para determinar si la formacién de nano-emulsiones se produce por el fendmeno de
inversion de fases (de agua en aceite a aceite en agua) se llevaron a cabo medidas de
conductividad a 25°C, a lo largo del camino de dilucion para las diferentes relaciones
O/S (de 50/50 hasta 90/10, respectivamente). La técnica de conductividad eléctrica es
utilizada comunmente para la determinacion de la inversion de fases en los métodos PIC
(Phase Inversion Composition) y PIT (Phase Inversion Temperature) (Lehnert, 1994;
Izquierdo, 2002; Spernath, 2009; Calder6 2011; Heunemann, 2011; Mayer, 2013). En el
estudio de sistemas con tensioactivos no-ionicos es frecuente la adicion de electrolitos
en la fase acuosa, como por ejemplo el cloruro de sodio, para determinar la inversion de
fases mediante medidas de conductividad (Forgiarini, 2001; Marfisi, 2005). Cabe
comentar que las medidas de conductividad, representadas en la Figura 27, en funcién
del contenido de agua (% p/p), se llevaron a cabo sin adicion de electrolitos. Por tanto,
los valores de conductividad medidos se atribuyen a la presencia de electrolitos
procedentes de las impurezas de la etilcelulosa y el tensioactivo (Brij 96v), los cuales

presentan suficiente conductividad para permitir este tipo de medidas.
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Figura 27. Conductividad versus contenido de agua en funcion de la relacion O/S en el sistema
Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS] a 25°C.

91



Resultados y discusion

Tal como se muestra en la Figura 27, para las relaciones O/S mas altas (80/20 y 90/10),
a concentraciones de agua de hasta al menos el 40%, el valor de conductividad es
préximo a cero, sugiriendo que los sistemas son del tipo W/O. Para las relaciones O/S
inferiores a 80/20 y contenidos de agua por debajo del 30% las conductividades son mas
elevadas, pero sus valores son inferiores a 50 pS/cm. No obstante, en todas las
relaciones O/S se observa que a medida que aumenta la concentracion de agua, la
conductividad presenta valores cada vez mas elevados, hasta llegar a un méximo, cuyo
valor se alcanza a diferentes proporciones de agua segun la relaciéon O/S. En este punto
se considera culminado el proceso de inversion de fases, obteniendo sistemas del tipo
O/W. En el intervalo de composiciones en las que se observa un incremento de
conductividad, la adicién de agua contribuye a la mayor movilidad de las especies
conductoras presentes en el sistema. Sin embargo, una vez superado el maximo de
conductividad, el incremento de concentracion de agua produce un efecto de diluciéon de
las especies conductoras en la fase continua de la emulsion, causando una caida en el
valor de conductividad del sistema. Como se ha mencionado anteriormente, las medidas
se llevaron a cabo sin adicion de electrolitos, hecho que justifica los bajos valores de
conductividad obtenidos y que explica el fendémeno de dilucién de las especies
conductoras, ya que en las medidas en las que se emplean electrolitos en la fase acuosa,
los valores de conductividad son mucho mayores, y aumentan a medida que el
contenido de fase acuosa aumenta (Forgiarini, 2001; Marfisi, 2005).

Como se puede observar en la Figura 27, el proceso de inversion de fases de sistemas
W/O (agua en aceite) a sistemas O/W (aceite en agua) tiene lugar en un intervalo de
contenido de agua del 30% al 70%. En el valor maximo de conductividad, se considera
que el sistema obtenido es de tipo O/W. En la Tabla V se presenta la concentracion de

agua correspondiente al maximo de conductividad para cada una de las relaciones O/S.
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Tabla V. Valores de concentracion de agua correspondientes al maximo de conductividad en
funcién de la relacion O/S del sistema Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS] a
25°C.

Valor maximo de Concentracion de agua
Relacion O/S
conductividad (uS/cm) (% p/p)
50/50 97 70
60/40 94 60
70/30 92 60
80/20 71 50
90/10 27 80

El descenso del maximo de conductividad a medida que aumenta la proporcion de fase
oleosa en la muestra sugiere que el tensioactivo es el que aporta la mayor concentracidon
de especies conductoras. Por lo tanto, para la relacion O/S=90/10, los bajos valores de
conductividad (inferiores a 30 uS/cm) se atribuyen a la baja proporcion de tensioactivo.
No obstante, pese a estos bajos valores, el salto de conductividad es claramente
identificable. Como se comentd anteriormente, la relacion O/S=70/30 es la que presenta
visualmente un mayor grado de translucidez. Por ello, fue seleccionada para evaluar el
tamafio de gota mediante medidas de dispersion estatica y dinamica de luz a diversos
angulos, tal y como se describe en el apartado 3.2.10. Los radios hidrodindmicos
obtenidos a partir de las medidas de dispersién dindmica de luz (DLS), realizadas en

angulos entre 60°y 110° se representan en la Figura 28.
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Figura 28. Radio hidrodinamico (nm) de la nano-emulsion del sistema Agua/Brij 96v/[Acetato
de etilo + 4%EC + 1,3%FS] con una relaciéon O/S = 70/30, y un contenido de agua del 90% p/p
a 25°C en funcidn del angulo de medida.
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Como se puede observar en la gréfica, los valores de radio hidrodindmico seguin el
angulo de medida no presentan diferencias destacables, manteniéndose en un intervalo
de valores entre 200 nm y 250 nm. Este hecho indica que la forma de las gotas de fase
dispersa de la nano-emulsion presentan una geometria proxima a la esférica, ya que la
magnitud del radio no se modifica en exceso en funcion del dangulo de medida. El valor
medio de radio hidrodindmico es 222 + 20 nm.

A partir de la dispersion estatica de luz se pueden estudiar principalmente las
propiedades de estructura de las dispersiones coloidales. La forma mds simplificada de
la dispersion estatica de luz se basa en la disociacion de la radiacion dispersada en dos
componentes, una de ellas depende de la dispersion de una particula de manera
individual (factor de forma, P(q)) y la otra se basa en la dispersion colectiva, la cual
depende de la interaccidn entre particulas (factor de estructura, (S(q)) (Pirie, 1995). Con
la finalidad de evaluar el factor de forma (P(q)) de las gotas, se asumi6 un factor de
estructura S(q) = 1, que corresponde a una aproximacion en la cual las interacciones
entre gotas se consideran despreciables, y por tanto la dependencia angular de la
intensidad dispersada medida (I(q)) esta relacionada inicamente con las propiedades de
la particula (factor de forma). Por otro lado, el factor de forma P(q) depende de la
geometria de particula o gota. Por este motivo, segiin la geometria (esferas, discos o
cilindros) se definen diferentes modelos para calcular el factor de forma (Schértl, 2007).
En este trabajo se utilizé el modelo de esferas rigidas para la determinacion del factor de
forma (LSInstruments, 2009). En la Figura 29 se representa el factor de forma P(q))

experimental (serie de puntos) junto con el modelo teérico (linea continua).
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Figura 29. Factor de forma tedrico y experimental correspondiente al modelo de esferas rigidas
para el sistema de nano-emulsién Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS] (O/S =
70/30, 90% p/p agua).

Como se puede observar, el modelo tedrico se aproxima bastante bien a los datos
experimentales. Sin embargo, existe cierta desviacion en los tres primeros valores del
vector q (vector de dispersion) que puede atribuirse principalmente a dos factores:
interacciones entre las gotas y/o presencia de gotas de mayor tamafio.

Partiendo de las aproximaciones realizadas mediante el modelo de esferas rigidas, se
determind el radio geométrico de las gotas de la nano-emulsion (apartado 3.2.10), que
es de 118 nm. Este valor es bastante menor al radio hidrodinamico encontrado mediante
medidas de dispersion dindmica de luz. Esta diferencia se debe principalmente a que el
radio hidrodindmico no sdlo se toma en cuenta el espacio que ocupa la gota, sino
también la capa de solvataciéon que rodea la gota, interaccionando con ésta y
desplazandose a su misma vez. En cambio, el radio geométrico resulta del calculo
realizado en la aproximacion del modelo de esferas rigidas, y se corresponde con el
radio que tendria la gota considerando a ésta como una esfera rigida en el seno de una
fase continua. El valor exacto del tamafio de gota, por tanto, no se obtiene por ninguna
de las dos aproximaciones. El radio hidrodindmico no permite discernir entre la gota y
la capa de solvatacidn, mientras que en la aproximacion de esferas rigidas, cabe tener en
cuenta que las gotas de la nano-emulsion, aunque presenten morfologia esférica, no
pueden considerarse como estructuras totalmente rigidas. Asimismo, es posible que
exista cierta interaccidon entre gotas, con lo cual S(q)#1, motivo por el cual, como se
comenta anteriormente, se puede observar cierta desviacion del modelo tedrico respecto

a los puntos experimentales.
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A partir de las medidas de movilidad electroforética, se realizd una estimacion del
potencial zeta de las nano-emulsiones con un contenido de agua del 90% p/p
correspondientes al sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS]. Se
estudié el intervalo de relaciones O/S desde 50/50 hasta 90/10 a 25°C, tal y como se
describe en el apartado 3.2.12. Los valores de potencial zeta permiten determinar la
carga superficial de las gotas que constituyen el sistema disperso. Cuanto mayor es el
potencial zeta, mayor es la densidad de carga, y, por tanto, mayor es la fuerza de
repulsion electrostatica mutua que mantiene separadas las gotas de la emulsion,
dificultandose asi la floculacion y favoreciendo su estabilidad. En la grafica de la Figura
30 se representan los valores de potencial zeta (eje de ordenadas izquierdo) y movilidad
electroforética (eje de ordenadas derecho) para cada una de las relaciones O/S

estudiadas. Dichos valores se encuentran detallados en la Tabla VI.
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Figura 30. Potencial zeta y movilidad electroforética en funcion de las relaciéon O/S de las
nano-emulsiones con un 90% p/p de agua del el sistema Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo +
4%EC+1,3%FS] a 25°C.

Tabla VI. Valores de potencial zeta y movilidad electroforética de las nano-emulsiones del
sistema agua/Brij 96v/[Acetato de etilo +4% EC + 1,3%FS] a 25°C, 90% p/p de agua segin la
relacién O/S (el error estimado corresponde a la desviacion estandar).

Sistema Agua/Brij 96v/[ Acetato de etilo +4% EC + 1,3%FS], 90% p/p de agua
: Movilidad electroforética

o/S Potencial zeta (mV) (um-cm/V-s)
50/50 -48,11+£0,2 -3,77+0,01
60/40 -22,09 £ 0,45 -1,73 £ 0,03
70/30 -43,70 £ 0,23 -3,43 £ 0,02
80/20 -39,61 + 0,39 -3,11+0,03
90/10 -51,56 £0,1,21 -4,04 + 0,09
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Pese a la utilizacidon de un polimero no-idnico (etilcelulosa) y un tensioactivo no-idnico
como estabilizante de la nano-emulsion (Brij 96v), las nanogotas del sistema estudiado
presentan cierta densidad de carga, atribuida a las impurezas existentes en la etilcelulosa
y el tensioactivo. En cuanto a la etilcelulosa, ésta puede contener impurezas de
naturaleza i6nica debido a su proceso de produccion (descrito en el apartado 0), en el
que se utiliza como materia de partida celulosa alcalina. Comunmente, el contenido en
cloruros es de un maximo del 0,05%. Los valores de conductividad eléctrica en funcion
de la relacidon O/S y el contenido de agua sugieren que la mayor aportacién de carga
proviene de las impurezas del tensioactivo, puesto que a mayor proporcidon de
tensioactivo, mas elevado es el valor maximo de conductividad (Tabla V).

Con respecto a la movilidad electroforética, los valores obtenidos son negativos y se
encuentran en un rango entre -4 pm-cm/V-s 'y -1,5 um-cm/V's, indicando que las gotas
de los sistemas de nano-emulsién poseen carga negativa, y por tanto bajo el campo
eléctrico aplicado se dirigen hacia el anodo. Como cabe esperar, el potencial zeta de los
sistemas estudiados también es negativo, presentando una tendencia igual que la
encontrada para los valores de movilidad. Exceptuando la relacion O/S = 60/40, todas
las composiciones se hallan en un intervalo estrecho de valores, entre -40 mV y -50 mV.
Segun la literatura (Lieberman, 1989), cuando el valor absoluto de potencial zeta es
mayor o igual a 25 mV, las fuerzas repulsivas exceden las fuerzas atractivas de London-
van der Waals, y por tanto los sistemas presentan suficiente repulsion electrostatica
entre las gotas o particulas que forman la fase dispersa para evitar su floculacién y
coalescencia. Por lo tanto, en las muestras estudiadas el efecto de repulsion
electrostatica contribuye a la estabilidad de los sistemas. Sin embargo, la nano-emulsion
correspondiente a la relacion O/S = 60/40 presenta una menor repulsion electrostatica
entre gotas y por tanto mayor probabilidad de experimentar fenémenos de floculacién
y/o coalescencia. Por otro lado, los valores de potencial zeta sugieren que puede haber
interaccion repulsiva electrostatica entre gotas cuando éstas se acercan a cierta distancia.
Por lo tanto, este factor contribuiria en la desviacion del modelo teodrico respecto a los
puntos experimentales obtenidos mediante SLS en la representacion del factor de forma
(Figura 29), en el que las interacciones entre gotas se consideran despreciables.

Las nano-emulsiones con relaciones O/S de 50/50 y 60/40 se descartaron para
posteriores estudios, puesto que dichas composiciones requieren una mayor
concentracion de tensioactivo y presentan menor proporcion de polimero. A partir de la

observacion del aspecto visual de las nano-emulsiones del sistema Agua/Brij

97



Resultados y discusion

96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS], se seleccionaron aquellas con un contenido
en agua del 90% p/p, debido a que a este contenido de agua todas las relaciones O/S
presentan un aspecto mas translicido, que es indicativo de un menor tamafio de gota
(Solans, 2005). Se evaluo la estabilidad de las nano-emulsiones con relacion O/S>70/30
mediante observacidn visual transcurridas 24 horas desde su preparacion a 25°C. La
relacion O/S = 90/10, después de 24 horas presentd un aspecto un tanto lechoso,
adquiriendo una mayor opacidad con el paso del tiempo. Este efecto se puede atribuir a
una cantidad insuficiente de tensioactivo en la nano-emulsion para estabilizarla frente a
fenomenos de floculacion o coalescencia, que dan lugar a tamafios de gota mayores. Las
composiciones con relacion O/S de 70/30 y 80/20, respectivamente, no modifican su
aspecto visual macroscopico 24 horas después de su preparacidon a 25°C. Por lo tanto, a
nivel macroscopico no presentan signos de desestabilizacion. Dadas las caracteristicas
de aspecto y estabilidad visual, se selecciond la nano-emulsién con la relacion
0/S=70/30 para realizar un estudio de estabilidad mediante analisis Optico, a fin de
conocer los posibles mecanismos de desestabilizacion.

La estabilidad de la nano-emulsién a 25°C fue evaluada a partir de los espectros de
retrodispersion de luz en funcion del tiempo a lo largo de la altura de muestra, tal y
como se describe en el apartado 3.2.11, durante un periodo de tiempo de 24h. Para ello,
se preparo la cantidad de muestra minima requerida para realizar dichas medidas, que
corresponde a 15 gramos. Atendiendo a la finalidad de utilizar estas nano-emulsiones
como plantilla para la obtencion de nanoparticulas, se prepard la misma nano-emulsion
siguiendo el procedimiento para la preparacion de 100 gramos (apartado 3.2.1). Los
perfiles de retrodispersion de luz de las nano-emulsiones correspondientes a una
preparacion de 15 gramos y otra de 100 gramos se presentan en la Figura 31a y 31b,
respectivamente. En la Figura 31c se representa para ambas muestras la variacion de la
intensidad de la luz retrodispersada (DeltaBS) en funcién del tiempo correspondiente a

la zona inferior de la muestra.
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Figura 31. Espectros de retrodispersion de luz (intensidad en funcion de la altura de la muestra
y el tiempo) de la nano-emulsién del sistema Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + 4%EC +
1,3%FS] con una relacion O/S = 70/30 y un 90% p/p agua a 25°C: a) preparacion de 15 gramos
de muestra; b) preparacion de 100 gramos de muestra y c) variacion de luz retrodispersada en la
zona inferior de las muestras (fondo) en funcion del tiempo correspondientes a una preparacion
de 15 gramos y de 100 gramos de nano-emulsion.

El espectro correspondiente a la preparacion de nano-emulsién de 15 gramos (Figura
31a) presenta valores practicamente constantes, tanto en funcién del tiempo como en

funcidén de la altura de muestra, exceptuando la zona inferior de la muestra, de forma
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que los perfiles de retrodispersién medidos a cada hora se superponen. Unicamente se
observa un pequeflo incremento en el valor de la intensidad de la luz retrodispersada en
la seccion de muestra correspondiente al fondo del vial (zona izquierda del espectro) a
partir de 6 horas. Este aumento de la intensidad de luz retrodispersada es compatible
con un proceso de sedimentacion, el cual se podria considerar practicamente
insignificante, ya que supone solamente un incremento del 1% en el valor de
retrodispersion. A nivel visual, el sistema no presenta cambios transcurridas 24 horas
desde su preparacion, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por analisis Optico,
ya que la evaluaciéon mediante esta técnica ofrece un andlisis de estabilidad acelerado
debido a la resolucion optica del instrumento, y por tanto la desestabilizacion del
sistema que puede detectar el instrumento no corresponde a tiempo real.

El aspecto presentado por la nano-emulsion para una preparacion de 100 gramos es
blanco y opaco. Una vez finalizada la adicion de agua, se observd la formacion de
agregados, indicativo de inestabilidad en el sistema. Como ya es sabido, al ser las nano-
emulsiones sistemas termodinamicamente inestables, sus propiedades no so6lo dependen
del método de preparacion, sino también de otras condiciones experimentales. Factores
tales como la velocidad de agitacion y el flujo volumétrico de adicion de agua pueden
afectar al proceso de emulsificacion (Sole, 2010). Por consiguiente, es posible que la
formacion de agregados para la preparacion de 100 gramos se deba a que las
modificaciones en las variables mencionadas no permitan una incorporacion de la fase
dispersa (aceite) en la fase continua (agua) tan eficaz como para la preparacion de
cantidades inferiores de nano-emulsién, dando lugar a una aparicién mas temprana de
los procesos de desestabilizacion. Cabe mencionar que las variaciones de intensidad que
se aprecian en el menisco (Figura 31b), con presencia de un doble pico en las primeras
horas, se pueden atribuir a la presencia de burbujas en la superficie de la muestra,
desapareciendo con el transcurso del tiempo para mostrar un perfil similar al que
presenta la nano-emulsion preparada en 15g.

A fin de detectar posibles cambios correspondientes a procesos de cinética rapida, las
medidas de retrodispersion de luz se llevaron a cabo de forma mas frecuente durante las
dos primeras horas (en intervalos de 15 minutos). Debido a la observacion de agregados
en la muestra, cabria esperar que la primera medida (a tiempo cero) presentara un pico
mas agudo de intensidad en la zona inferior, correspondiente a la mayor dispersion de
luz causada por dichos agregados. No obstante, la muestra depositada en la celda de

medida no contiene agregados, ya que la alicuota de 15 gramos trasvasada al vial de

100



Resultados y discusion

medida procede de la zona central de la nano-emulsion de partida. Por consiguiente, el
aumento de intensidad de luz retrodispersada en la zona inferior de la muestra se
atribuye a un proceso de sedimentacién que evoluciona con el tiempo. Los perfiles de
luz retrodispersada en funcion de la altura de la muestra (Figura 31b) y la variacién de
luz retrodispersada en funcion del tiempo (Figura 31c) para la muestra de 100 gramos
son muy similares a otros perfiles de retrodispersion presentados en diversos estudios en
los que tienen lugar procesos de sedimentacidén (Bongono, 2008; Govind, 2010; Maciej,
2013). Este efecto es debido a un incremento en la concentracién de gotas, causado por
un proceso de migracion hacia el fondo de la muestra. En general, los procesos de
sedimentacion son reversibles. Sin embargo, una vez finalizada la medida (transcurridas
24 horas) se detectd la presencia de agregados sdlidos en el fondo de la celda de medida
por observacion directa. Este hecho sefiala que el aumento de luz retrodispersada en la
zona inferior de la muestra corresponde no s6lo a un proceso de sedimentacion, sino a la
precipitacion de agregados macroscdopicos formados durante el tiempo de medida. En
consecuencia, una vez formados los agregados, no se puede recuperar la emulsion, por
lo que se considera que el sistema Agua/Brij 96v/[ Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS]
(O/S =70/30, 90% p/p agua) no es adecuado para la formacién de nano-emulsiones de
100 gramos en las condiciones de preparacion empleadas.

En la Figura 31c se presenta para ambas muestras (15 gramos y 100 gramos) la
variacion de luz retrodispersada en funcion del tiempo correspondiente a la zona inferior
de la muestra (en el primer milimetro de altura). Como era de esperar, la muestra de 15
gramos apenas presenta fluctuaciones en la intensidad de luz retrodispersada en funcién
del tiempo. La variacién observada indica que el aumento en la intensidad de luz
retrodispersada no excede el 1%. En cambio, la muestra correspondiente a 100 gramos
de preparacion presenta un cambio brusco en la intensidad de luz retrodispersada
durante las primeras dos horas de medida, aumentando aproximadamente un 9%
respecto al valor inicial. A partir de este momento, los valores se mantienen estables,
indicando que los procesos de sedimentacion y precipitacion tienen lugar
principalmente durante las dos primeras horas.

Resumiendo, las condiciones de preparacion de nano-emulsiones del sistema Agua/Brij
96v/[Acetato de etilo + 4%EC + 1,3%FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua)
correspondientes a pequefias cantidades de muestra (4 y 15 gramos) permiten la
formacion de nano-emulsiones de aspecto blanco translicido, estables durante un

periodo de tiempo de al menos 24 horas. Las gotas que forman la fase dispersa de la
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nano-emulsion con una relacion O/S de 70/30 y un contenido de agua del 90% p/p (4
gramos de preparacion) son aproximadamente esféricas, con un radio hidrodinamico de
222 + 20 nm y un radio geométrico de 118 nm, determinados por DLS y SLS
respectivamente. Estos datos, sugieren que la nano-emulsién seleccionada es apropiada
para la formaciéon de nano-emulsiones y su posterior uso como plantilla para la
preparacion de nanoparticulas. La preparacion de 100 gramos de nano-emulsion se llevo
a cabo con la finalidad de permitir la obtencion de una cantidad suficiente de
nanoparticulas para su posterior aplicacion sobre sustratos textiles de mayor superficie.
Sin embargo, la rapida desestabilizacion del sistema de 100 gramos puso de manifiesto
que la composicion seleccionada no es adecuada para la preparacion de nano-
emulsiones en las condiciones experimentales planteadas. Por consiguiente, se
selecciono el tensioactivo Solutol HS15, que también presentd buenos resultados en el

estudio preliminar de la formacidn de nano-emulsiones (apartado 4.1.1).

4.1.3.Sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + EC + FS] a
252C

4.1.3.1.Efecto de la concentracion de etilcelulosa en la nano-emulsion

En base a los resultados obtenidos en el estudio preliminar de la formacion de nano-
emulsiones, se decidié investigar el sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + EC
+ FS]. Se estudiaron las composiciones con un 90% p/p en agua variando la relacién
O/S y el porcentaje de etilcelulosa en la fase oleosa a 25°C. El porcentaje de filtro solar
se fij6 en funcidn de la concentracion de etilcelulosa, manteniendo constante la relacion
EC:FS = 3:1. Se seleccionaron concentraciones de EC del 4%, 7% y 10% en el
componente oleoso y relaciones O/S superiores a 50/50. Este estudio se llevd a cabo
mediante preparaciones de muestra de 4 gramos, evaluando el aspecto visual y
midiendo el tamafio de gota (mediante dispersion dindmica de la luz) de las emulsiones
obtenidas. En la Tabla VII se describe el aspecto visual de las diferentes composiciones

estudiadas.
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Tabla VII. Aspecto visual de los sistemas Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + EC + FS],
90% p/p de agua segun el porcentaje de etilcelulosa en la fase oleosa a 25°C.

% p/p de Etilcelulosa (EC) en la fase oleosa
O/S
4 7 10
Translucida, Translucida, )
50/50 Blanca, viscosa
opalescente opalescente
Translucida, Translucida, Blanca/grisacea,
60/40 )
opalescente opalescente formacion de agregados
20/30 Translicida, Translicida, Blanca, practicamente
opalescente opalescente opaca
Translucida, Translucida, Totalmente blanca y
80/20
opalescente opalescente opaca
90/10 Translucida, formacion | Translucida, formacidn Blanca, formacion de
de agregados de agregados agregados

Las composiciones con un 4% y un 7% de etilcelulosa en la fase oleosa dan lugar a la
formacion de nano-emulsiones a relaciones O/S superiores a 50/50, excepto para la
relaciéon O/S = 90/10, en la que se forman agregados. A la concentracidon de un 10% de
etilcelulosa en la fase oleosa, sin embargo, se forman dispersiones opacas en las que no
se observan las caracteristicas tipicas de una nano-emulsién. Las composiciones que
muestran un mayor grado de translucidez y efecto Tyndall, son las correspondientes al
4% y 7% de etilcelulosa en la fase oleosa, con relacién O/S = 70/30 (resaltadas en
negrita en la Tabla VII). Esto parece indicar que la relacion O/S mads favorable para la
formacién de nano-emulsiones con menor tamafio de gota es la 70/30,
independientemente de la concentracion de etilcelulosa en la fase oleosa.

A partir de estos resultados, se seleccion6 la relacion O/S = 70/30 para realizar un
estudio mas detallado de la influencia de la concentracién de etilcelulosa en la fase
oleosa. Para ello, se evaluaron sistemas Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + EC +
FS], con un 90% p/p de agua y una relacion O/S = 70/30 en un intervalo de
concentraciones de etilcelulosa en la fase oleosa del 4% al 9%. El sistema Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 9% EC + 3% FS] (O/S = 70/30, 90% p/p agua) ofrece un
aspecto blanco y opaco, practicamente igual al observado anteriormente para un 10%
EC en la fase oleosa de la nano-emulsion. Por lo tanto, fue descartado para su

caracterizacion por DLS. Los demds sistemas estudiados presentan un aspecto
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translucido opalescente, todos ellos con un marcado efecto Tyndall. El aspecto visual de
las nano-emulsiones en este intervalo de composiciones es bastante similar. A modo de
ejemplo, en la Figura 32 se presenta una imagen de la nano-emulsion con un 5% p/p de
EC en la fase oleosa (en el fondo del vial se observa el iman de agitacion). El radio

hidrodindmico de las nano-emulsiones se presenta en la Tabla VIII.

Figura 32. Nano-emulsion del sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 5% EC + 1,7%
FS] (O/S =70/30, 90% p/p agua).

Tabla VIII. Radio hidrodindmico medio y desviacion estandar de las nano-emulsiones del
sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + EC + FS], (O/S = 70/30, 90% agua) en funcioén
de la concentracion de EC en la fase oleosa determinado mediante DLS a un angulo de 90° a
25°C.

Concentracion EC en la
Rh (nm)
fase oleosa (% p/p)
4 90 +1
5 93+2
6 10242
7 103+1
8 116£5

Como se puede observar, el tamafio de gota de las nano-emulsiones esta comprendido
entre los 90 y los 120 nm de radio hidrodindmico. Por consiguiente, las diferencias de
tamafio no son muy destacables. No obstante, se observa cierta tendencia al aumento del
tamafio de gota a medida que incrementa la concentracion de etilcelulosa en la fase
oleosa de la nano-emulsion. Comparativamente, dicho aumento se observa en mayor
grado al pasar de un 7% a un 8% de polimero en la fase oleosa del sistema.

Todas las nano-emulsiones analizadas presentan un tamafio de gota dentro del rango de
interés. Se selecciond el sistema de nano-emulsion con un 7% de etilcelulosa en la fase
oleosa: Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS] (O/S = 70/30, 90%
p/p agua) a fin de aumentar la concentracion de polimero en el sistema de nano-

emulsion, pasando de un 4% EC (sistema establecido anteriormente con Brij 96v) a un
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7% EC en la fase dispersa del sistema. La estabilidad del sistema seleccionado fue
evaluada mediante observacidon visual. Después de un periodo de 24 horas a 25°C de
temperatura, la nano-emulsidén no presentd cambios en su aspecto visual; es decir, no se
observaron signos de desestabilizacion a nivel macroscopico. La composicién con un
8% EC en la fase oleosa de la nano-emulsion, pese a tener una mayor concentracion de
polimero, se descartd debido a la fluctuacion presentada en el tamafio de gota tras la

preparacion de réplicas de dicho sistema (menor reproducibilidad).

4.1.3.2.Sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3%
FS]

Los estudios realizados anteriormente han permitido concluir que generalmente en los
sistemas estudiados, las nano-emulsiones con una relacion O/S de 70/30 y un 90% de
agua presentan un aspecto visual, tamafio de gota y estabilidad optimos. Por este
motivo, en el sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS] se optd
por estudiar especificamente la nano-emulsion con la composicion O/S=70/30, 90% p/p
agua, que para mayor simplicidad se identificard como “EC:FS”. En este estudio se
prepararon muestras de 100 gramos. Para evaluar la influencia del filtro solar en las
propiedades de la nano-emulsion, se compard con una nano-emulsion de la misma
composiciéon pero sin filtro solar (nano-emulsiéon del sistema Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 7% EC] con una relacion O/S = 70/30 y un 90% p/p de agua,
que para mayor simplicidad se identificard como “EC”).

Los tamaifios de gota determinados mediante DLS y los valores de potencial zeta de los

sistemas de nano-emulsion “EC” y “EC:FS” se muestran en la Tabla IX.

Tabla IX. Radio hidrodinamico medio (determinado mediante DLS a un angulo de 90° a 25°C)
y potencial zeta (determinado a 25°C) de las nano-emulsiones “EC” y “EC:FS” (Los valores
medios se acompafian de la correspondiente desviacion estandar).

Muestra Rh (nm) Potencial zeta (mV)
Nano-emulsion EC 98+2 -224+1
Nano-emulsién EC:FS 95+2 21+1
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Los tamafios de gota de los sistemas de nano-emulsion “EC” y “EC:FS” son bastante
similares, mostrando ambos un valor de radio hidrodindmico entre 90 y 100 nm. Este
resultado sugiere que el filtro solar no ejerce ninguna influencia en el tamafio de gota.
Asimismo, el sistema “EC:FS” presenta cierta diferencia en el tamafio de gota en
funcién de la cantidad de muestra preparada (4 gramos o 100 gramos). El radio
hidrodinamico promedio correspondiente a la preparacion de 4 gramos es de 103 nm
(Tabla VIII), por lo tanto, la diferencia en el radio hidrodinamico respecto a la
preparacion de 100 gramos es de 8 nm. Esta diferencia se puede atribuir al
procedimiento de preparacién de las nano-emulsiones, principalmente al caudal de
adicion de agua y a la velocidad de agitacion, (adaptadas a la cantidad de muestra
preparada). Se ha descrito anteriormente que estos pardmetros pueden influir en el
tamafio de gota de las nano-emulsiones (Pey, 2006; Sol¢, 2010). No obstante, esta ligera
variacidn de tamafo no es critica para la finalidad del presente trabajo

Los valores de potencial zeta para los sistemas de nano-emulsion “EC” y “EC:FS”
(Tabla IX) se determinaron a partir de las medidas de movilidad electroforética,
mediante el modelo de Smoluchowski. Del mismo modo que en los sistemas estudiados
anteriormente, la densidad de carga negativa de las gotas se atribuye a la contribucién
de especies ionicas procedentes de impurezas del polimero (EC) y el tensioactivo
(Solutol HS15). Como se puede observar en la Tabla IX, los valores de potencial zeta de
los sistemas “EC:FS” y “EC” son muy similares, sugiriendo que el filtro solar tampoco
influye en la densidad de carga de las gotas de la nano-emulsion. Esto era de esperar, ya
que la molécula del filtro solar no presenta grupos ionizables. Los valores de potencial
zeta se situan ligeramente por debajo del limite a partir del cual se considera que un
sistema es estable desde un punto de vista electrostatico debido a la repulsidon de cargas
(= 25 mV). No obstante, debe tenerse en cuenta que la estabilidad de las nano-
emulsiones no depende unicamente de la repulsion electrostatica entre gotas.

En comparacién con los sistemas en los que se utiliza Brij 96v como tensioactivo (Tabla
VI), los sistemas con Solutol HS15 presentan valores inferiores (en términos absolutos)
de potencial zeta. Por lo tanto, los datos obtenidos indican que el tensioactivo Brij 96v
aporta una mayor concentracion de especies cargadas (procedentes de impurezas) que el
tensioactivo Solutol HS15.

La estabilidad de las emulsiones a una temperatura de 25°C durante un periodo de
tiempo de 24 horas se evalud visualmente y mediante andlisis Optico. Las nano-

emulsiones de los sistemas “EC” y “EC:FS” muestran una aspecto muy similar. Ambas
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son de tonalidad blanca, translucidas y presentan la capacidad de dispersar la luz
incidente. El aspecto es homogéneo en la totalidad de ambas muestras, no se observaron
visualmente indicios de sedimentacidén o cremado y después de 24 horas no se detectd
ningiin cambio respecto a la apariencia inicial de ambos sistemas. Asimismo, se
evaluaron los espectros de transmision de luz en funcion del tiempo a lo largo de la
altura de muestra, tal y como se describe en el apartado 3.2.11. En la Figura 33 se
presentan los perfiles de transmision de los sistemas de nano-emulsion “EC” (Figura
33a) y “EC:FS” (Figura 33b). A fin de observar con mayor claridad las variaciones en la
intensidad de luz transmitida, los espectros se muestran en escala de incremento de
transmision (AT (%)). Para ello, el primer perfil se substrae de todos los demas perfiles.
En consecuencia, los espectros presentados en la Figura 33 representan la variacion de
la intensidad de luz transmitida (AT (%)) respecto los valores obtenidos en la primera

medida en funcién de la altura de muestra durante un periodo de 24 horas.
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Figura 33. Incremento de la intensidad de transmision en funcién de la altura de muestra y del
tiempo (T=25°C, t=24h): a) Nano-emulsién “EC”; b) Nano-emulsién “EC:FS”.

Como se menciona anteriormente, el eje de ordenadas representa la variacion de la
intensidad de luz transmitida (AT (%)). En el eje de abscisas se representa la altura de la
muestra, de manera que la zona izquierda corresponde al fondo de la muestra y la
derecha al menisco. Los picos de intensidad que aparecen en el fondo y la superficie de
la muestra son debidos, respectivamente, a la forma convexa del fondo de la celda de
medida y al menisco. Cada perfil de transmision se representa mediante una tonalidad
diferente, tal y como se indica en la leyenda. Como se puede observar, ambas muestras

presentan un comportamiento muy similar.
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La linea horizontal rosa (AT (%) = 0) representada en el diagrama corresponde a la
medida tomada como referencia. Los cambios ocurridos en ambos sistemas, que se
manifiestan mediante la variacidon de los perfiles de transmision a lo largo del tiempo,
parecen afectar a todo el volumen de muestra. A medida que avanza el tiempo se
aprecia un aumento gradual del incremento de la transmision de luz en toda la altura de
muestra en ambos sistemas. Este fenomeno sugiere que durante el tiempo de medida,
parte del acetato de etilo (que es parcialmente soluble en agua) contenido en las gotas de
la nano-emulsion difunde hacia la fase continua, de manera que las gotas experimentan
cierta reduccion de tamafio que permite una mayor transmision de luz. Posteriormente,
los espectros de incremento transmision de luz en funcion del tiempo se muestran
practicamente solapados, lo cual podria atribuirse a que se alcanza un equilibrio en la
concentracion del acetato de etilo en la fase dispersa y continua. En la nano-emulsién
del sistema “EC”, dicho equilibrio parece alcanzarse mas rapidamente, puesto que los
perfiles se muestran solapados transcurrido un intervalo de tiempo de 2 horas. En
cambio, la nano-emulsion del sistema “EC:FS” presenta un aumento mas progresivo de
los perfiles de incremento de trasmision hasta que éstos se superponen, transcurridas
aproximadamente unas 5 horas. Esta diferencia entre los sistemas “EC” y “EC:FS”
sugiere que en el sistema “EC”, en el que no hay filtro solar, el acetato de etilo difunde
con mayor facilidad, dando lugar a una cinética de difusién mas rapida. En cambio, en
el sistema “EC:FS”, la presencia de filtro solar ralentiza el proceso de difusion hacia la
fase continua de la nano-emulsidn, siguiendo una cinética mas lenta. Cabe tener en
cuenta que ambos sistemas presentan un tamafio de gota muy similar (Tabla IX), y por
tanto, se espera que el volumen de gota sea practicamente equivalente. En comparacion
con el sistema “EC”, para un mismo volumen de gota, la concentracion de acetato de
etilo es menor en el sistema “EC:FS”, lo cual implica que exista un menor gradiente de
concentracion (respecto a la fase continua), que, segun la ley de Fick (Fick, 1855),
induce a la disminucion de la velocidad de difusion.

Los ultimos perfiles de transmision (a partir de las 21 horas de medida) de ambos
sistemas muestran cierto descenso de transmision de luz. En el diagrama, la linea de
color rojo representa la medida a las 24 horas. Si las muestras presentaran solamente un
aumento de porcentaje de luz transmitida y luego alcanzaran un equilibrio, el perfil de
color rojo deberia estar ubicado a un mayor porcentaje de transmision. El descenso en la
cantidad de luz transmitida sugiere que puede haber cierta agregacion de gotas, que

puede estar relacionada con posibles fendmenos de desestabilizaciéon como floculacion,
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maduracion de Ostwald o coalescencia. No obstante, dicho descenso en la transmision
de luz de la muestra es practicamente menospreciable, puesto que representa una
diferencia respecto a los espectros solapados de solamente el 1%. Por consiguiente,
mediante analisis dptico, se sugiere que en ambos sistemas el fendémeno que predomina
es la difusion durante las primeras horas de cierta cantidad de solvente desde la fase
dispersa hacia la fase continua, la cual conlleva una disminucion del tamafio de gota de

la nano-emulsion.

4.1.3.3.
4.1.3.4.Sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3%
FS + Desmodur N100])

Se estudio la influencia de la incorporacién de un reticulante (Desmodur N100) en el
componente oleoso de la nano-emulsion con la finalidad de conferir mayor consistencia
y resistencia frente a solventes orgédnicos a las nanoparticulas preparadas a partir de la
nano-emulsion. Cabe mencionar que la cinética de reaccion del reticulante con el
polimero es muy lenta a la temperatura de preparacion de las nano-emulsiones (25°C)
por lo que su efecto durante el proceso de preparacion se considera despreciable. El
producto comercial Desmodur N100 consiste en polihexametildiisocianato, cuyos
grupos isocianato pueden reaccionar bajo condiciones experimentales adecuadas con los
grupos hidroxilo de las cadenas de etilcelulosa (Figura 34). En un principio, no se
espera que tenga lugar ninguna reaccion entre el agente reticulante (Desmodur N100) y
el filtro solar, puesto que el grupo amino presente en la molécula del filtro solar
corresponde a una amina terciaria. Sin embargo, el poliisocianato Desmodur N100

(electrdfilo) si que reaccionaria con aminas secundarias o primarias (nucledfilas).
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Figura 34. Esquema de reaccion de reticulacion entre la etilcelulosa y el Desmodur N100.

El agente reticulante se adiciondé a la fase oleosa del sistema, previamente a la
formacion de la nano-emulsion. La incorporacion de Desmodur N100 no provocd
ningln cambio en el aspecto de la fase oleosa del sistema obteniéndose mezclas “fase
oleosa/tensioactivo” homogéneas y transparentes. La proporcién de Desmodur N100
adicionada en la fase oleosa se estudid teniendo en cuenta la relacion molar
OH(Etilcelulosa):NCO(Desmodur N100) y se desarrolla de forma detallada en el
apartado 4.2.2. A partir de los resultados obtenidos en dicho estudio, se establecidé una
relacion molar OH(Etilcelulosa):NCO(Desmodur N100) = 10:1, que corresponde a una
concentracion del 1% p/p de Desmodur N100 en la fase oleosa de la nano-emulsion. En
el presente apartado se caracteriza la nano-emulsion del sistema Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS + 1%NCO] (O/S = 70/30, 90% p/p agua),
que para mayor simplicidad se identificara como “EC:FS:NCO”. Para evaluar la
influencia del agente reticulante sobre la etilcelulosa evitando la interaccion del filtro
solar, se estudid a su vez la nano-emulsidén con la misma composicion pero en ausencia
del filtro solar, es decir, del sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC +
1% NCO] (0/S = 70/30, 90% p/p agua), que para mayor simplicidad se identificara
como “EC:NCO”.

Los tamafios de gota determinados mediante DLS y los valores de potencial zeta de los

sistemas de nano-emulsion “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” se muestran en la. Tabla X.
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Tabla X. Radio hidrodinamico medio (determinado mediante DLS a un angulo de 90° a 25°C) y
potencial zeta (determinado a 25°C) de las nano-emulsiones “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” (Los
valores medios se acompaiian de las correspondientes desviaciones estandar).

Muestra Rh (nm) Potencial zeta (mV)
Nano-emulsion EC:NCO 86+1 -19+1
Nano-emulsion EC:FS:NCO 91+2 -18+2

Los tamafios de gota de los sistemas con agente reticulante (Tabla X) son ligeramente
inferiores a los tamafios de gota de los sistemas de nano-emulsion sin agente reticulante
(“EC” y “EC:FS”), los cuales se encuentran mas proximos a los 100 nm de Rh (Tabla
IX). Esta diferencia podria ser consecuencia de la interaccidon entre la etilcelulosa y el
poliisocianato. Aunque la reaccidon de reticulacion estd favorecida por un aumento de
temperatura, a temperatura ambiente también tiene lugar, si bien la cinética de reaccion
es mucho mas lenta. Por tanto, el hecho de encontrar un menor tamafio de gota en los
sistemas con agente reticulante podria relacionarse con una conformacion espacial de la
etilcelulosa en la que las cadenas se encuentran mas replegadas debido a la formacién
de enlaces intercatenarios. En presencia del filtro solar el tamafio de gota es mayor que
el del sistema “EC:NCO”, debido probablemente a que la presencia del filtro solar
permite una mayor extension de las cadenas del polimero.

Los valores de potencial zeta de los sistemas de nano-emulsion con agente reticulante
presentan signo negativo y son similares a los valores de potencial zeta de los sistemas
de nano-emulsién “EC” y “EC:FS”, que se encuentran alrededor de -21 mV (Tabla IX).
Estos resultados sugieren que el agente reticulante Desmodur N100 no aporta especies
ionicas a la fase oleosa de la nano-emulsion, y por tanto para una misma concentracion
de polimero y tensioactivo en el sistema, la densidad de carga de la gota no presenta
variaciones destacables.

La estabilidad de las emulsiones “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” a una temperatura de
25°C durante un periodo de tiempo de 24 horas se evalud visualmente y mediante
analisis Optico. Visualmente, las nano-emulsiones presentan un aspecto muy similar
entre si y con las nano-emulsiones “EC” y “EC:FS”, puesto que todas son de tonalidad
blanca, transliicidas y presentan la capacidad de dispersar la luz incidente. Asimismo,
transcurridas 24 horas, no se detectaron cambios en el aspecto de las muestras,
manteniéndose ¢éstas homogéneas. Por tanto, a nivel macroscopico mediante

observacion visual no se observaron signos de desestabilizacion, considerando que las
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nano-emulsiones de los sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” son estables a 25°C
durante un periodo de al menos 24 horas.

En la evaluacion de estabilidad de los sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” mediante
analisis Optico los datos obtenidos se examinaron siguiendo los mismos criterios
aplicados para los sistemas “EC” y “EC:FS”. Por lo tanto, en la Figura 35a y 13b se
presentan, respectivamente, los perfiles de transmision de los sistemas de nano-
emulsion “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” referenciados al perfil de intensidad de

transmision de la primera medida.
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Figura 35. Incremento de la intensidad de transmision en funcién de la altura de muestra y del
tiempo (T=25°C, t=24h): a) Nano-emulsién “EC:NCO”; b) Nano-emulsion “EC:FS:NCO”.
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Los perfiles de incremento de la transmision de luz de las nano-emulsiones “EC:NCO”
y “EC:FS:NCO” presentan un comportamiento muy similar, mostrando un aumento
progresivo del porcentaje de incremento de luz transmitida con el tiempo a lo largo de
toda la altura de muestra. Estos resultados se atribuyen a la difusioén del acetato de etilo
hacia la fase dispersa del sistema, hasta que una vez alcanzado el equilibrio, los perfiles
se muestran solapados. Segun la evolucidn con el tiempo mostrada en ambas muestras,
parece que la cinética de difusion es bastante similar en ambos sistemas. En
comparacion con los sistemas de nano-emulsion “EC” y “EC:FS” (Figura 33), se
aprecia que el aumento en el incremento de la transmision de luz en las muestras se da
de manera mas progresiva, puesto que el numero de perfiles de transmision solapados es
menor. Este resultado se atribuye a una menor velocidad de difusion del solvente, la
cual parece darse durante al menos las primeras 8 horas en ambos casos, hasta alcanzar
el equilibrio. Por lo tanto, los datos obtenidos sugieren que el Desmodur N100 juega un
papel importante en el proceso de difusion del solvente. EI Desmodur N100 es un
polimero liquido, con una viscosidad de 10000 mPa-s a 23°C. Este valor de viscosidad
es mucho mayor que el que se espera que presente la fase dispersa de las nano-
emulsiones sin poliisocianato. Se sabe que la viscosidad de una solucidn de etilcelulosa
en acetato de etilo (15% p/v) corresponde a 360 mPa-s a 25°C (Dow Cellulosics, 2005).
Esta viscosidad (tomada como dato de referencia) es mayor que la viscosidad de la fase
dispersa de las nano-emulsiones, ya que la concentracion de EC en el componente
oleoso de la nano-emulsiones es del 7%. Por lo tanto, se asume que la incorporacion de
Desmodur N100 en la fase oleosa de la nano-emulsion causard un incremento de la
viscosidad en la fase dispersa de las nano-emulsiones. Se sabe que la velocidad de
difusion es inversamente proporcional a la viscosidad, por tanto, un aumento de la
viscosidad de la fase dispersa de la nano-emulsion daria lugar a un descenso de la
velocidad de difusion (Arnold, 1930). Por consiguiente, se sugiere que una de las
posibles causas de los cambios observados en los perfiles de transmision (entre los
sistemas con y sin agente reticulante) podrian estar relacionadas con una disminucion en
la velocidad de difusion debido a un aumento en la viscosidad de la fase dispersa.
Asimismo, la adicion del agente reticulante (soluto) reduce la concentracion del acetato
de etilo (solvente), dando lugar a una disminucion del gradiente de concentracion entre
la fase dispersa (en el interior de las gotas) y la fase continua del sistema de nano-

emulsion. Por tanto, segun la ley de Fick (Fick, 1855), el descenso en la concentracién
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de acetato de etilo debido a la incorporacion del agente reticulante también favoreceria
un disminucion de la velocidad de difusion.

En resumen, se han estudiado diferentes sistemas de nano-emulsion
Agua/Tensioactivo/[EC + Acetato de etilo] variando la composicion de la fase oleosa
mediante la incorporacién de un filtro solar (etilhexil dimetili PABA) y un agente
reticulante (Desmodur N100). Dichas nano-emulsiones se prepararon con la finalidad de
ser utilizadas como plantilla en la preparacion de nanoparticulas poliméricas mediante
el método de evaporacion del solvente. Por consiguiente, la incorporacion del filtro
solar y el agente reticulante se llevd a cabo con el objetivo de conseguir nanoparticulas
funcionales de etilcelulosa con proteccion frente a la radiacion UV resistentes a
solventes organicos. En el siguiente apartado se presentan los resultados obtenidos a
partir del estudio de las nanoparticulas obtenidas después del proceso de evaporacion
del solvente. De todas las composiciones estudiadas, se seleccionaron aquellas nano-

emulsiones que se consideraron mas adecuadas para su uso como plantilla.

4.2. Formacion y caracterizacion de nanoparticulas

4.2.1. Formacion de nanoparticulas a partir de las nano-
emulsiones seleccionadas

La obtencion de nanoparticulas a partir de las nano-emulsiones se llevd a cabo mediante
el procedimiento de evaporacion de solvente a temperatura y presion ambiente. Las
nano-emulsiones seleccionadas para la preparacion de las nanoparticulas fueron las del
sistema Agua/Brij 96v/[Acetato de etilo + EC + FS] y del sistema Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS] con diferentes relaciones O/S y un
contenido de agua del 90% p/p. Las propiedades de las dispersiones obtenidas después
de la evaporacion del acetato de etilo de las nano-emulsiones o bien las nanoparticulas

aisladas se caracterizaron mediante diversas técnicas.
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Nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones del sistema Agua/Brij

96v/[Acetato de etilo + EC + FS]

La obtenciéon de nanoparticulas a partir de nano-emulsiones del sistema Agua/Brij
96v/[Acetato de etilo + EC + FS] se llevd a cabo por evaporacion de solvente a
temperatura ambiente y presion atmosférica bajo agitacion constante. Para la
preparacion de las nanoparticulas se seleccionaron las nano-emulsiones del sistema con
menor tamafio de gota y mayor estabilidad (O/S = 70/30 y O/S = 80/20, 90% p/p agua).
Estudios previos realizados en el grupo pusieron de manifiesto que en las condiciones
de evaporacion de solvente empleadas, el tamafio de particula, determinado mediante
dispersion dindmica de la luz, alcanza un valor constante tras aproximadamente 7 horas,
lo cual se atribuy? a la evaporacidon completa del acetato de etilo (Obiols, 2010). Para la
caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas obtenidas, se procedid al aislamiento
de las nanoparticulas formadas después de la evaporacion del solvente mediante
repetidos ciclos de ultracentrifugacion y lavado con agua MilliQ. Las nanoparticulas
obtenidas a partir de las dos nano-emulsiones seleccionadas se observaron mediante
microscopia electronica de transmision previa tincidn negativa con una solucidén de
acido fosfotungstico. En la Figura 36 se presentan las imagenes de TEM para ambas

composiciones.

a - b
Figura 36. Micrografias de TEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de las nano-

emulsiones del sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS]: a) O/S=70/30 y b)
0/S=80/20. (Aisladas, lavadas y teflidas negativamente con solucion de acido fosfotingstico).

Las imagenes de TEM muestran que ambas composiciones dan lugar a nanoparticulas
de forma esférica de similar apariencia y tamafio. No obstante, las nanoparticulas con
una relacion O/S de 70/30 presentan una superficie lisa, mientras que las nanoparticulas
con una relaciéon O/S de 80/20 muestran una ligera rugosidad en su superficie. A partir
del analisis de las imagenes de TEM de cada una de las muestras, se obtuvieron las

distribuciones de tamafio mostradas en la Figura 37.
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Figura 37. Distribuciéon del tamafio de particula del sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo +
4% EC+ 1,3%FS] segtn la relacion O/S y sus correspondientes imagenes de TEM.

Los datos obtenidos a partir del analisis de imagen evidenciaron una menor
polidispersidad en las nanoparticulas de la composicion O/S=70/30 y también un menor
tamafio medio. Sin embargo, la distribuciéon de tamafio de ambas composiciones
muestra una ancha poblacion monomodal asimétrica con desviacidon positiva (hacia la
derecha). La anchura de la distribucion es indicativa de la polidispersidad de la muestra,
por lo tanto, es de esperar un indice de polidispersidad (PDI) elevado. En la situacion
ideal, que consiste en una poblacion monodispersa de particulas, el PDI seria igual a 1.
Sin embargo, generalmente las poblaciones de particulas presentan indices de
polidispersidad mayores, puesto que un PDI = 1 supondria que todas las particulas son
exactamente del mismo tamafio. Por convenio, se definen como poblaciones
monodispersas aquellas con un valor de PDI entre 1 y 1,05 (Tsaur, 1987). En los
sistemas estudiados, el tamafio medio de la composicion O/S = 70/30 es de 91 nm (PDI
=1,63) y el de la composicion O/S = 80/20 de 123 nm (PDI=2). Estos datos revelan que
las nanoparticulas obtenidas a partir de la nano-emulsidon con una relacion O/S de 70/30
presentan un tamafio medio menor y una menor polidispersidad, por lo que se considera
mas idénea para su aplicacion sobre tejido. Las diferencias de tamafio promedio de
particula y polidispersidad entre las dos relaciones O/S podria atribuirse a la mayor
concentracion de tensioactivo en el sistema, el cual podria favorecer la formacion de
gotas mas pequefias y contribuir a una mayor estabilidad. Asimismo, el tamafio medio

de particula de la composiciéon O/S=70/30 determinado por analisis de imagen de TEM
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(91 nm) es bastante menor que el tamafio medio de gota de la correspondiente nano-
emulsion, determinado mediante DLS (Dy=400 nm). Por consiguiente, la evaporacion
del acetato de etilo y el proceso de secado de las nanoparticulas da lugar a una
reduccion destacable del tamafio. No obstante, cabe tener en cuenta que el tamafio de
gota medido es el hidrodinamico, y el tamafio de particula corresponde al de las
particulas aisladas y secas. A pesar de la determinacion de tamafio de gota y particula
mediante diferentes técnicas, se puede deducir que las nanoparticulas presentan un
tamafio promedio menor que el de las gotas, sugiriendo que no han tenido lugar
fenomenos de coalescencia, los cuales podrian dar lugar a tamafios de particula mayores
al tamafio de gota.

La topografia de las nanoparticulas obtenidas a partir de esta composicion de nano-
emulsion fue evaluada también mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

(Figura 38).

Figura 38. Imagen de SEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de la nano-emulsion del
sistema Agua/Brij96v/[Acetato de etilo + 4% EC+ 1,3%FS] con una relacién O/S=70/30 y un
90% p/p de agua.

La observacion por SEM confirma la esfericidad de las particulas, mostrando asimismo
una superficie lisa. Esta técnica permitio también confirmar la polidispersidad de la
muestra y la desviacion positiva de la distribucion monomodal. Las particulas
observadas por SEM presentan un diametro aproximadamente 20 nm mayor que el

encontrado a partir de TEM debido al recubrimiento superficial de Au/Pd que requiere

la técnica.
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Nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones del sistema Agua/Solutol

HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS] (0/S = 70/30, 90% p/p agua)

Para la obtencion de nanoparticulas del sistema Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo +
7% EC + 2,3% FS] (abreviado como sistema “EC:FS”) se selecciono6 la nano-emulsion
con una relacion O/S = 70/30 y un 90% p/p agua. Siguiendo el criterio aplicado para el
estudio de nano-emulsiones, las nanoparticulas obtenidas se compararon con las
nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones sin filtro solar (sistema
Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC] (O/S = 70/30, 90% p/p agua), abreviado
como sistema “EC”). La evaporacion del solvente se llevd a cabo a temperatura
ambiente y presion atmosférica bajo agitacidon constante.

Una vez finalizada la evaporacion del solvente, las dispersiones de nanoparticulas
obtenidas presentan un aspecto transliucido, con tonalidades rojizas (efecto Tyndall), que
concuerda con la formacidn de un sistema coloidal en el que las particulas suspendidas
en el medio continuo son de pequefio tamafio. El tamafio de particula se evalud
mediante medidas de DLS y andlisis de imagen de las micrografias de TEM
(correspondientes a las nanoparticulas secas y aisladas). En la Tabla XI se presentan los

valores de tamafio de particula obtenidos mediante los distintos métodos mencionados.

Tabla XI. Diametros hidrodinamicos medios (Dh (nm)) obtenidos por DLS y didmetros medios
de particula obtenidos por andlisis de imagen de TEM con sus correspondientes desviaciones
estandar de las NPs de los sistemas “EC” y “EC:FS”.

Muestra D, DLS (nm) Diametro TEM (nm)
Dispersion EC 170+4 53+19
Dispersion EC:FS 170+2 54+£15

En lo que respecta al estudio por DLS, no se encontraron diferencias destacables entre
los sistemas de dispersion de nanoparticulas con o sin filtro solar. Estos datos sugieren
que la mayor contribucion en el tamafio de particula procede de la etilcelulosa, y que el
filtro solar no muestra una influencia destacable en las dimensiones de las
nanoparticulas. En comparacion con el tamafio de particula determinado por DLS, el
tamafio obtenido a partir del andlisis directo de imagen (TEM) es mucho menor.
Mediante DLS se obtiene un tamafio medio de didmetro hidrodindmico de

aproximadamente 170 nm para ambos sistemas de dispersion (“EC” y “EC:FS”), en
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cambio a partir de las medidas realizadas sobre las micrografias de TEM se obtienen
diametros con un valor promedio entre 50 y 55 nm (aproximadamente 3 veces menor).
Esta diferencia de tamafio se atribuye a las distintas condiciones en las que se
encuentran las nanoparticulas y a la diferencia entre el concepto de radio hidrodinamico
y radio de esfera rigida. En las medidas de DLS, como se ha comentado anteriormente,
las nanoparticulas se encuentran en el seno de una dispersion acuosa. En estas
condiciones, se espera cierto hinchamiento del polimero (Barrer, 1958), con las cadenas
poliméricas mas extendidas y espaciadas entre si. Asimismo, a partir de la técnica de
DLS se calcula el radio hidrodindmico, que engloba la capa de solvatacion que se
desplaza con la particula en el seno de la dispersion. Sin embrago, a partir de las
imagenes de TEM se realiza la medida del didmetro de la particula en estado seco (sin
capa de solvatacion). Por consiguiente, se sugiere que la eliminacién de la capa de
solvatacidn y del agua adsorbida por las cadenas poliméricas en el medio acuoso son los
efectos que contribuirian principalmente en la reduccion del tamafio de particula. En la
Figura 39 se representa esquematicamente las diferencias entre las nanoparticulas que se
encuentran en la dispersion acuosa (medidas DLS) y las que se encuentran aisladas, en

estado seco (medidas TEM).

Nanoparticula en dispersion Nanoparticula seca y aislada
acuosa (DLS) (TEM)

Figura 39. Esquema representativo de las nanoparticulas poliméricas en dispersion acuosa
(izquierda) y aisladas y secas (derecha).

La técnica de TEM también fue empleada para evaluar la morfologia de las particulas y
obtener una distribucion de tamafio a partir del andlisis directo de las micrografias. En la

Figura 40 se muestra la morfologia de las NPs EC y NPs EC:FS observada por TEM.
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Figura 40. Micrografias de TEM de las nanoparticulas aisladas, lavadas y tefiidas
negativamente con solucion de acido fosfotungstico: a) sistema “EC”, b) sistema “EC:FS”.

Como se puede apreciar, las nanoparticulas presentan morfologia esférica y superficie
lisa. No se encontraron diferencias destacables entre ambos sistemas. Por otro lado, tal y
como muestran los datos de la Tabla XI, el didmetro medio de particula es muy similar.
No obstante, a partir del analisis de la distribucidon de poblacidén se encuentran ligeras
diferencias entre ambos sistemas. En la Figura 41 se presentan las distribuciones de

poblacion de nanoparticulas de los sistemas “EC” y “EC:FS”.
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Figura 41. Distribucion de tamafio de particula obtenida a partir del analisis de imagen de TEM
de los sistemas “EC” y “EC:FS”.

Tal y como se muestra en la Figura 41, las NPs EC y las NPs EC:FS presentan una
distribucion de poblacion ancha, con desviacion positiva (hacia la derecha). No

obstante, la poblacion de NPs EC:FS muestra una distribucién ligeramente mas
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estrecha, indicando una menor polidispersidad. A partir de los calculos del indice de
polidispersidad para cada sistema, se obtiene un PDI = 1,39 para el sistema “EC” y un
PDI = 1,28 para el sistema “EC:FS”, lo cual concuerda con la diferencia de anchura de
poblacion (Figura 41). Por consiguiente, a partir de los datos obtenidos y la observacion
por TEM se deduce que ambos sistemas presentan una morfologia y tamafio de particula
muy similar y, mediante esta técnica, la diferencia entre ambos se aprecia Unicamente
en un descenso de la polidispersidad de la poblacion de NPs EC:FS con respecto a la
polidispersidad de la poblaciéon de NPs EC.

A fin de completar la evaluacion de la morfologia y topografia de las nanoparticulas, se

realizaron observaciones por SEM (Figura 42).

a b

Figura 42. Imagenes de SEM de las nanoparticulas aisladas y liofilizadas. a) sistema “EC”, b)
sistema “EC:FS”.

Las imagenes obtenidas mostraron, como era de esperar, nanoparticulas de morfologia
esférica y superficie lisa. Se observo un tamafio de particula mayor que el determinado
por TEM, atribuido al grosor del recubrimiento que conlleva la técnica, el cual supone
un aumento en el didmetro de particula de unos 20 nm. Las muestras observadas por
SEM corresponden a nanoparticulas liofilizadas, las cuales fueron previamente lavadas
y aisladas del medio de dispersion mediante centrifugacion. Por consiguiente, las
imagenes de SEM ponen de manifiesto que los procesos de centrifugacion y
liofilizacién no afectan a la integridad de la nanoparticula. Sin embargo, se observa
aglomeracion de particulas en ambos casos, que fue atribuida al proceso de
centrifugacion.

Los valores de potencial zeta estimados, correspondientes a las dispersiones de

nanoparticulas se presentan en la Tabla XII.
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Tabla XII. Potencial zeta de las dispersiones de NPs de los sistemas “EC” y “EC:FS” (el error
es la desviacion estandar).

Muestra Potencial zeta (mV)
Dispersion EC -29+1
Dispersion EC:FS -27+1

Puesto que las nano-emulsiones utilizadas como plantilla para la obtencion de
nanoparticulas presentaron valores de potencial zeta negativo (Tabla IX) era de esperar
que el potencial zeta de las respectivas dispersiones también mostrara signo negativo.
Asimismo, se sugiere que el aumento (en valor absoluto) del potencial zeta de la
dispersidn respecto a su correspondiente nano-emulsion es debido a un incremento en la
densidad de carga del sistema coloidal causado por la evaporacion del solvente. Por
consiguiente, la contribucion a la estabilizacion del sistema por repulsion de cargas
parece mayor en la dispersion de nanoparticulas que en la nano-emulsion. La escasa
diferencia entre los valores de potencial zeta del sistema de interés (con filtro solar)
respecto al sistema de referencia (sin filtro solar), sugiere que el filtro solar no influye
en la densidad de carga de las nanoparticulas, tal y como se observo en los respectivos
sistemas de nano-emulsion.

La estabilidad de las dispersiones de NPs a una temperatura de 25°C durante un periodo
de tiempo de 24 horas se evalud visualmente y mediante analisis Optico. Las
dispersiones de nanoparticulas mantienen practicamente el mismo aspecto que sus
correspondientes nano-emulsiones empleadas como plantilla. Mediante valoracion
visual es dificil distinguir las nano-emulsiones de las dispersiones de NPs obtenidas una
vez evaporado el solvente. Asimismo, se comprobd mediante observacion directa de las
muestras que a nivel macroscopico no se detectan cambios en su aspecto, y por
consiguiente éstas se consideran estables en un periodo minimo de 24 horas, a una
temperatura de 25°C. El analisis optico de las muestras se llevo a cabo del mismo modo
que para las nano-emulsiones estudiadas en el apartado anterior (3.2.11). Por tanto, los
espectros de transmision de luz fueron referenciados a la primera medida. Los perfiles
de incremento de transmision de luz de las dispersiones de NPs “EC” y “EC:FS” se
muestran en la Figura 43. Conjuntamente, también se presenta una ampliacion de la

zona correspondiente a la superficie de la muestra, donde se forma el menisco.
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Figura 43. Incremento de la intensidad ae transmision en funcién de la altura de muestra y el
tiempo (T=25°C, t=24h): a) dispersion de NPs “EC”; b) ampliacion de la zona superior
(menisco) de la dispersion de NPs “EC”, c) dispersion de NPs “EC:FS”, d) ampliacion de la
zona superior (menisco) de la dispersion de NPs “EC:FS”.
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Como se puede observar, los perfiles de transmisidon de los sistemas de dispersion de
nanoparticulas “EC” y “EC:FS” son muy similares (Figura 43a y 43¢, respectivamente).
En ambos, apenas se aprecian variaciones en la intensidad de transmision de luz en
funcidn del tiempo, por lo que los perfiles de transmision para cada una de las muestras
se mantienen muy proximos entre ellos. No obstante, en la superficie de la muestra
(menisco) se observa cierta fluctuacion en ambos sistemas (Figura 43b y 43d,
respectivamente), con cierto desplazamiento hacia la izquierda en las curvas de medida
en esta region de la muestra, lo cual sugiere que se debe a la formacion de burbujas en
la superficie (Formulaction, 2009). Por lo que respecta al resto de la altura de muestra,
ambos sistemas presentan el mismo comportamiento, manteniéndose el incremento de
transmision practicamente constante en funcion del tiempo. En un periodo de 24 horas,
las diversas medidas no superan el 2% de diferencia en la proporcion de luz transmitida.
Por lo tanto, se considera que los perfiles de transmision de luz no experimentan
cambios destacables. Estos datos sugieren que las dispersiones de nanoparticulas
evaluadas no presentan signos de desestabilizacion en un periodo de al menos 24 horas.
La dispersion EC:FS, en comparaciéon con la dispersion EC muestra un mayor
solapamiento de los perfiles de transmision de luz. No obstante, las diferencias entre

ambos sistemas no se consideran relevantes.

Nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones del sistema Agua/Solutol

HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS + 1% NCOJ (0/S = 70/30, 90% p/p agua)

Las nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones del sistema Agua/Solutol
HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 2,3% FS + 1% NCO] (O/S = 70/30, 90% p/p agua),
abreviado como sistema “EC:FS:NCO”, se obtuvieron mediante evaporacion del
solvente de la nano-emulsién a temperatura ambiente y presion atmosférica, bajo
agitacion constante. Con la finalidad de estudiar la posible interaccién del agente
reticulante (Desmodur N100) con del filtro solar, se evaluaron en paralelo (a modo de
referencia) las nanoparticulas obtenidas a partir de nano-emulsiones del sistema
Agua/Solutol HS15/[Acetato de etilo + 7% EC + 1% NCO] (O/S = 70/30, 90% p/p agua
(abreviado como sistema “EC:NCQO”).

Las dispersiones de nanoparticulas de ambos sistemas presentan un aspecto muy similar
al de las respectivas nano-emulsiones. La translucidez y las tonalidades rojizas

observadas, sugieren que las particulas dispersadas son de pequefio tamafio. En la Tabla
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XIII se muestran los valores de tamafio de particula, evaluado mediante medidas de
DLS y analisis de imagen de las micrografias de TEM (correspondientes a las

nanoparticulas secas y aisladas).

Tabla XIII. Diametros hidrodindmicos medios (Dh (nm)) obtenidos por DLS y diametros
medios de particula obtenidos por analisis de imagen de TEM con sus correspondientes
desviaciones estandar de las NPs de los sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO”.

Muestra D, DLS (nm) Diametro TEM (nm)
Dispersion EC:NCO 144+4 57+12
Dispersion EC:FS:NCO 156+2 48+13

Como se puede observar, el didmetro hidrodinamico de las dispersiones se encuentra
entre 140 y 160 nm. Las diferencias de tamafio entre las nanoparticulas de ambas
dispersiones ya se observaron anteriormente en el tamafio de gota entre las
correspondientes nano-emulsiones. Por consiguiente, se piensa que tanto en las
nanogotas como en las nanoparticulas en dispersion, la presencia de filtro solar permite
una mayor extension de las cadenas poliméricas.

A partir del andlisis de imagen de TEM, se obtuvo un didmetro promedio de las NPs
“EC:FS:NCO” de 48 nm, con una desviacién estindar (SD) de 13 nm y un indice de
polidispersidad (PDI) de 1,22. En cambio, el sistema de nanoparticulas con agente
reticulante pero sin filtro solar (NPs EC:NCO) presenta un valor de didmetro promedio
superior, siendo éste de 57 nm, con una desviacion estdndar (SD) de 12 nm y un indice
de polidispersidad (PDI) de 1,14. Ambos sistemas muestran una deviacion estandar y un
valor de indice de polidispersidad similar. Sin embargo, no era de esperar un valor de
diametro promedio de las NPs “EC:NCO” superior al de las NPs “EC:FS:NCO”, puesto
que el Dh de las particulas en el medio de dispersion, determinado mediante DLS, es
mayor en el sistema “EC:FS:NCO” que en el sistema “EC:NCO”. Por lo tanto, los datos
obtenidos sugieren que durante el proceso de secado de las nanoparticulas, las cadenas
de EC del sistema con filtro solar y agente reticulante han experimentado un mayor
encogimiento. Asimismo, el tamafio de particula determinado por DLS y por TEM
presenta valores muy diferentes, siendo mucho mayores los tamafios de didmetro
hidrodindmico determinados por DLS (alrededor de 150 nm para ambos sistemas) que
los determinados por TEM. Tal y como se argumenta en el subapartado anterior, las

diferencias de tamafio se atribuyen principalmente a las distintas condiciones en las que
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se encuentran las nanoparticulas y a la diferencia entre el concepto de radio
hidrodinamico (que incluye la capa de solvatacidn) y radio de la esfera rigida.

La morfologia de las nanoparticulas fue evaluada mediante TEM. En la Figura 44 se
muestran micrografias representativas de las NPs correspondientes a los sistemas

“EC:NCO” y “EC:FS:NCO”.
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Figura 44. Micrografias de TEM de las nanoparticulas aisladas, lavadas y tefiidas

negativamente con solucion de acido fosfotingstico: a) sistema “EC:NCO” y b) sistema
“EC:FS:NCO”.

Tal y como muestran las micrografias de TEM, las NPs “EC:NCO” y “EC:FS:NCO”

presentan morfologia esférica y superficie lisa. Mediante la observacion por
microscopia, no se apreciaron diferencias destacables entre los dos sistemas. No
obstante, el andlisis directo de imagen, a partir del cual se determin¢ la distribucién de
tamafio de particula (Figura 45), permite obtener una mayor informacién sobre el tipo

de poblacion de ambos sistemas.
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Figura 45. Distribucion de tamafio de particula obtenida a partir del andlisis de imagen de TEM
de los sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO”.
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De acuerdo con los datos de la Tabla XIII, las NPs “EC:FS:NCO” presentan un tamafio
promedio inferior al de las NPs EC:NCO. Sin embargo, la distribucion de tamafio de
ambos sistemas es bastante similar. Ambos presentan una poblacion ancha monomodal
practicamente centrada, aunque se observa una ligera desviacion positiva (hacia la
derecha). La anchura de las poblaciones indica que las muestras son polidispersas,
presentando indices de polidispersidad (PDI) de 1,22 para el sistema “EC:FS:NCO” y
de 1,14 para el sistema “EC:NCO”. Por consiguiente, las NPs del sistema
“EC:FS:NCO” presentan un tamafio promedio de particula menor, pero mayor
polidispersidad que las NPs del sistema “EC:NCO”.

La morfologia y topografia de las nanoparticulas observadas por SEM (Figura 46) no

mostr6 diferencias respecto a la observacion por TEM.

a b

Figura 46. Imagenes de SEM de las nanoparticulas aisladas y liofilizadas. a) sistema “EC”, b)
Sistema “EC:FS”.

Las NPs de los sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” presentan morfologia esférica y
superficie lisa, como era de esperar a partir de la observaciéon por TEM. Aunque
mantienen su identidad individual se muestran aglomeradas. Este fenomeno, como se
comentd anteriormente en referencia a los sistemas “EC” y “EC:FS”, se atribuye al
proceso de centrifugacion que se lleva a cabo para separar las nanoparticulas del medio

de dispersion.
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Los valores de potencial zeta correspondientes a las dispersiones de nanoparticulas

“EC:NCO” y “EC:FS:NCO” se muestran en la Tabla XIV.

Tabla XIV. Potencial zeta de las dispersiones de NPs de los sistemas “EC:NCO” vy
“EC:FS:NCO” a 25°C.

Muestra Potencial zeta (mV)
Dispersion EC:NCO -26+2
Dispersion EC:FS:NCO -25+1

Como era de esperar, ambos valores son de signo negativo. Asimismo, el potencial zeta
de ambos sistemas es mas elevado (en valor absoluto) que el de sus correspondientes
nano-emulsiones, sugiriendo, como en las dispersiones de nanoparticulas estudiadas
anteriormente, que la evaporacion del acetato de etilo da lugar a una mayor densidad de
carga. No se aprecia diferencia en el valor de potencial zeta entre el sistema “EC:NCO”
y “EC:FS:NCO”. Este resultado apoya las suposiciones planteadas anteriormente en el
estudio de nano-emulsiones y dispersiones de nanoparticulas de los sistemas “EC” y
“EC:FS”, las cuales sugieren que el filtro solar no interviene en la densidad de carga.

La estabilidad de las dispersiones de NPs a una temperatura de 25°C durante un periodo
de tiempo de 24 horas se evalu6 visualmente y mediante andlisis optico. A partir de la
observacion visual de las dispersiones de nanoparticulas después de la evaporacion del
solvente y una vez transcurridas 24 horas, no se detectaron cambios en el aspecto de las
muestras, considerando que a nivel macroscépico las dispersiones de NPs de los
sistemas “EC:NCO” y “EC:FS:NCO” se mantienen estables. A fin de evaluar la
estabilidad mediante analisis Optico (Figura 47) se siguid el mismo procedimiento de

tratamiento de datos que para las dispersiones de nanoparticulas descritas anteriormente.
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Dispersion EC:FS:NCO Tiempo (d hh)

16 0:00
0:01
12 0:02
0:03
0:04
0:05
0:06
0:07
0:08
3 10 15 0 75 30 33 a0 0:09
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0:11
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16 0:15
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Figura 47. Incremento de la intensidad®de transmision en funcién de la altura de muestra y el
tiempo (T=25°C, t=24h) de las dispersiones de nanoparticulas: a) sistema “EC:NCO” y b)
sistema “EC:FS:NCO”.

Como se puede observar en los perfiles de incremento de transmision de luz, no se
encuentran diferencias destacables entre los sistemas de dispersion de nanoparticulas
“EC:NCO” y “EC:FS:NCO”. En ambos casos, el incremento de la intensidad de
transmision de luz mantiene valores practicamente constantes a lo largo de toda la altura
de muestra. La diferencia entre la proporcion de luz transmitida a tiempo cero y después
de 24 horas se encuentra alrededor del 2%, por lo que se considera que no hay cambios
destacables en la muestra durante al menos un periodo de 24 horas. Asimismo, la forma
de las curvas correspondientes a las zonas inferior y superior de la muestra (fondo y
menisco) se mantienen estables, lo cual sefiala que no hay procesos de sedimentacion o
cremado al menos durante el periodo de tiempo estudiado. Asimismo, mediante
observacion visual no se aprecian diferencias en el aspecto de las muestras en un

periodo de tiempo de 24 horas. Estas mantienen el mismo color y grado de translucidez
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en toda la altura de la muestra, y no se observa la formacion de capas de sedimentacion
ni cremado, por tanto las muestras se mantienen homogéneas. Por consiguiente, se
sugiere que los sistemas en los que se incorpora el agente reticulante en la fase oleosa de
la nano-emulsidn dan lugar a dispersiones de nanoparticulas que se mantienen estables a

25°C, durante un periodo minimo de 24 horas.

4.2.2. Estudio de la reticulacion de las nanoparticulas

4.2.2.1. Establecimiento de las condiciones de reaccion para la
reticulacion de la EC con Desmodur N100 mediante la utilizacion

de films

Con la finalidad de establecer las condiciones de reaccion apropiadas para la
reticulacion de las nanoparticulas de EC con Desmodur N100 se llevo a cabo un estudio
sobre la formacion de films de EC reticulados en funcidon de la concentracion de
Desmodur N100 y la temperatura. La composicién de los films se indica mediante la
relacion molar entre los grupos OH de la etilcelulosa y los grupos NCO de Desmodur
N100. Se ensayaron cuatro relaciones OH/NCO: 1/1, 10/1, 50/1 y 100/1, empleando
temperaturas de 65°C, 50°C o temperatura ambiente. Para ello, la etilcelulosa y el
Desmodur N100 se disolvieron en acetato de etilo, y las mezclas obtenidas se
mantuvieron en agitacion a diferentes temperaturas durante 24 horas. Finalmente, las
mezclas se depositaron sobre placas de Petri y la formacion de los films tuvo lugar
mediante la evaporacion del solvente a temperatura ambiente. Las caracteristicas de los
films, presentados en la Figura 48, se evaluaron inicialmente por valoracion visual de su

transparencia, color y rigidez.
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Relacion molar OH(EC):NCO(Desmodur N100) / Temperatura (°C)
1:1/65°C 10:1 / 65°C 10:1 / 50°C

50:1 /7 5(°C 100:1 / 50°C

10:1/T

ambiente

Figura 48. Aspecto de los films EC: Desmodur N100 segin la proporcion de ambos
compuestos y la temperatura de reaccion.

Como se puede apreciar en las imagenes de la Figura 48, el aspecto de los films varia en
funcién de las condiciones de preparacion y de la proporcion entre la etilcelulosa y el
agente reticulante. Inicialmente, cuando se mezclan los componentes (EC, Desmodur
N100 y acetato de etilo), los cambios observados respecto a la preparacion de films que
contienen solo EC se aprecian principalmente en la viscosidad de la mezcla, la cual
aumenta a medida que incrementa la concentracion de Desmodur N100. Sin embargo, la
modificacién del color y la transparencia no se producen hasta que no se aplica
temperatura al sistema. Los films de EC (sin Desmodur N100), preparados a
temperatura ambiente son transparentes, incoloros, y presentan cierta rigidez. Su
aspecto es muy similar al presentado por el film OH:NCO=100:1 (T=50°C). El aspecto
de los films parece indicar que a mayor temperatura y contenido de agente reticulante,
mayor rigidez adquiere el producto obtenido. Las diferencias mas destacables se
encuentran en los productos obtenidos después de aplicar una temperatura de 65°C, los
cuales presentan una elevada rigidez y menor grado de transparencia. Sin embargo, los
demas films requieren una evaluacion mas amplia a fin de determinar las diferencias
entre ellos y valorar si se ha producido la reticulacion de las cadenas de EC mediante la
reaccion de los grupos OH con los grupos NCO del poliisocianato. Por consiguiente, se
realizé un estudio cualitativo del grado de reticulacion mediante la inmersion de los

films obtenidos en etanol, solvente en el cual la EC es completamente soluble, y se
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evalud su comportamiento a temperatura ambiente en funcion del tiempo. En la Tabla
XV se detallan las propiedades de los films segun las condiciones de preparacion y su

comportamiento en etanol.

Tabla XV. Caracteristicas de los films EC: Desmodur N100 segun la temperatura de reacciéon y.
la proporcion de ambos compuestos.

) Comportamiento en
Temperatura de Relacién molar ;
; Aspecto visual etanol
reaccion (°C) OH :NCO
(t=24h)
Aglomerado
65 1:1 No se modifica
blanco muy duro
Aglomerado .
65 10:1 s Ligero
blanco muy duro hinchamiento
Film transparente ) )
50 10:1 ] Stper-hinchamiento
incoloro
Film transparente
50 50:1 . Disolucion total
incoloro
Film transparente )
50 100:1 ] Disolucién total
incoloro
Film translucido ) ) )
Tambiente 10:1 Disolucion parcial
nacarado

Como se describe en la Tabla XV, la aplicacion de una temperatura de 65°C no da lugar
a la formacién de films, sino que se obtienen unos aglomerados muy duros y rigidos,
tanto para la relacion molar OH:NCO=1:1 como para la relacion molar 10:1. En
general, a mayor reticulacion menor la capacidad de hinchamiento debido a la rigidez de
las cadena poliméricas como consecuencia de la introduccion de enlaces intercatenarios.
El comportamiento de ambos compuestos en etanol indica un grado elevado de
reticulacion, ya que el material no es capaz de hincharse al introducirlo en etanol. En el
caso de la relacion molar 1:1 se podria decir que la reticulacidon producida evita la
penetracion de las moléculas de etanol en la estructura, sugiriendo la formacién de una
red tridimensional de cadenas poliméricas reticuladas de elevada rigidez. En cambio,
para la relacion molar 10:1 (T=65°C), el ligero hinchamiento en etanol sugiere una

menor proporcion de cadenas reticuladas, que permiten algo mas de flexibilidad y
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elasticidad que la obtenida para la relacion molar 1:1. Estas condiciones no se
consideraron las adecuadas para ser aplicadas a las nanoparticulas, puesto que se
pretende reticular las nanoparticulas para conseguir una mayor cohesion entre las
cadenas poliméricas y resistencia a los solventes organicos pero a su vez una
flexibilidad y movilidad suficiente para facilitar la interaccién nanoparticula/tejido. Por
otro lado, a una temperatura de 50°C, los films correspondientes a las relaciones
molares OH:NCO 50:1 y 100:1 presentan total solubilidad en etanol. Este hecho indica
que no se ha formado una red tridimensional entrelazada, sugiriendo un insuficiente
grado de reticulacion para el objetivo planteado. La comparacion de estos films y el film
preparado a 50°C con una relacion molar OH:NCO=10:1, sugiere una posible falta de
reticulacion a relaciones molares OH:NCO de 50:1 y 100:1, que se atribuye a una
insuficiente proporcion de Desmodur N100 en los films con estas relaciones molares. El
comportamiento del film con la relacion molar OH:NCO=10:1 reticulado a 50°C en
etanol indica que se ha producido la reticulacién de cadenas poliméricas de tal forma
que en presencia de etanol, las cadenas de etilcelulosa se extienden pero no llegan a
separarse y disolverse gracias a la formacion de enlaces covalentes intercatenarios por
reaccion con el isocianato. Asimismo, se sugiere que la reticulacion de las cadenas
poliméricas de EC en las condiciones descritas (OH:NCO=10:1, T=50°C) es estable,
puesto que después de un periodo de tiempo de un mes, el film sumergido en etanol
presenta el mismo aspecto que inicialmente. El estudio de la formacién de un film con
la misma composicion (OH:NCO=10:1) pero a temperatura ambiente, puso de
manifiesto la necesidad de aplicar temperatura a fin de favorecer la reaccion de
reticulacion y obtener redes reticuladas de manera homogénea. El film (OH:NCO=10:1)
preparado a temperatura ambiente presenta un aspecto translicido y nacarado, a
diferencia de los demas films, que son transparentes e incoloros y a simple vista no se
pueden diferenciar. Después de una hora de inmersion en etanol se observa una parte
del film super hinchado, formando una pelicula muy fina, y partes fragmentadas. A lo
largo del tiempo, los pequefios segmentos de film se van disolviendo, y en la parte de
film menos fragmentada se forman nuevas fracturas. Estas observaciones sugieren que a
temperatura ambiente se produce una ligera reticulacién que muestra ser insuficiente
para mantener la integridad del film. Asimismo, el modo de fragmentacion indica que
las uniones entre cadenas no se dan de manera homogénea. Estos resultados permiten
deducir que la temperatura ambiente no es suficiente para obtener una reticulacion

satisfactoria.

134



Resultados y discusion

En base a los resultados obtenidos en el estudio de formacion de films de EC reticulados
con Desmodur N100 se selecciond la relacion molar OH:NCO=10:1 y la temperatura de
reaccion de 50°C para llevar a cabo la reaccion de reticulacidon en las dispersiones de

nanoparticulas obtenidas después de la evaporacion del solvente.

4.2.2.2. Reticulaciéon de nanoparticulas: estudio de estabilidad e

hinchamiento en presencia de etanol

Las nanoparticulas de EC se reticularon en el seno de la dispersion acuosa de
nanoparticulas formada después de la evaporacion del solvente, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.2.4, en el que se aplicaron las condiciones
determinadas mediante el estudio con films EC/Desmodur N100 (relacion molar
OH:NCO=10:1, T=50°C, t=24h). Como se puede observar en la Figura 49, el aspecto
visual macroscopico de la dispersion de nanoparticulas después de la reaccidén de
reticulacion no muestra ninguna diferencia respecto al de la dispersion original antes de
llevar a cabo la reaccion. Esto indica que a nivel macroscdpico las condiciones de

reaccion no provocan desestabilizacidon del sistema.

a b

Figura 49. Aspecto visual de una dispersion de nanoparticulas correspondiente al sistema
EC:FS:NCO: a) antes de la reaccidn de reticulacion, b) después de la reaccion de reticulacion.

A fin de determinar de forma cualitativa el grado de reticulacion se evalu6 la capacidad
de hinchamiento de las nanoparticulas en soluciones de etanol. Para ello se determin6
mediante DLS la variacion del radio hidrodindmico en funcién del tiempo. La
dispersion de nanoparticulas se mezclo con diferentes proporciones de etanol para
estudiar el hinchamiento en funcion de la concentracion de etanol. Asimismo, se estudio
la estabilidad midiendo el tamafio de particula de las mezclas [dispersion de
nanoparticulas/etanol]| durante un periodo de tiempo de 2 semanas. En la Figura 50 se

muestra la grafica que representa el radio hidrodinamico de las nanoparticulas

135



Resultados y discusion

reticuladas en funcion del porcentaje de etanol en la mezcla, a diferentes tiempos de
medida. A modo de referencia, se prepar6 una dispersion de nanoparticulas de
etilcelulosa sin filtro solar y sin agente reticulante (sistema “EC”). No obstante, las
muestras correspondientes a las mezclas de dispersion de nanoparticulas “EC” con
etanol no generaron medidas validas de DLS (no presentaron funciones de correlacion),
indicando que las nanoparticulas de EC no reticuladas se disuelven rapidamente en

presencia de etanol.
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Figura 50. Radio hidrodindmico de las nanoparticulas reticuladas EC/Desmodur N100
(OH:NCO = 10:1) segun el porcentaje de etanol en la mezcla [dispersion de
nanoparticulas/etanol] en funcién del tiempo.

Como se puede observar en la grafica de la Figura 50, en un intervalo de concentracion
de etanol entre el 10% y el 40%, el tamafio de las nanoparticulas se mantiene constante,
siendo éste ligeramente menor al de la dispersidon de nanoparticulas original, cuando no
se encuentra mezclada con etanol (primer punto de la grafica). La disminucion del
tamafio de gota de las nanoparticulas cuando pasan de un medio acuoso (0% etanol) a
mezclas [dispersion de nanoparticulas/etanol] con concentracién de etanol inferior al
40%, podria atribuirse a un efecto de desolvatacion del polimero, favorecido por la
interaccidn entre las moléculas de agua y las moléculas de etanol. Entre el 10% y el
40% de etanol en la mezcla el tamafio de particula se mantiene constante, indicando que
dichas condiciones no son suficientes parta causar una expansion de las cadenas
poliméricas reticuladas. A partir del 50% de etanol, se produce un notable aumento del
tamafio de nanoparticula, llegdndose a duplicar el valor del radio hidrodinamico cuando

se alcanza el 70% de etanol en la mezcla. Este hecho supone que el volumen de
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particula es ocho veces mas grande respecto al original (aproximacion considerando las
particulas como entidades esféricas). Segun la literatura, el hinchamiento del polimero
en mezclas agua/etanol es un proceso complejo en el que intervienen diferentes factores,
principalmente las fuerzas atractivas entre las moléculas de los liquidos (agua y etanol),
la interaccion polimero-agua y polimero-etanol y la reestructuracion de las moléculas de
agua debido a la interaccidén con las moléculas de etanol (Frank, 1957; Soper, 1993;
Chuang, 2000). En la Figura 51 se muestra un esquema representativo del hinchamiento
experimentado por las nanoparticulas dispersadas en un medio continuo agua/etanol,

con una concentracion de etanol igual o superior al 70% (p/p).

Nanoparticulas EC/Desmodur N100 (OH:NCO = 10:1)

& —

Dispersion acuosa Mezcla [Dispersion acuosa
de nanoparticulas de nanoparticulas/EtOH];
conc. EtOH > 70%

Figura 51. Esquema representativo del hinchamiento que experimenta una nanoparticula
reticulada EC/Desmodur N100 (OH:NCO = 10:1) cuando se encuentra en una mezcla
[dispersion de nanoparticulas/etanol] con una concentracion de etanol igual o mayor al 70%

(®/p).

Del 70% al 90% p/p de etanol en la mezcla el radio hidrodindmico se mantiene
constante, sugiriendo que con un 70% de etanol las nanoparticulas alcanzan su
capacidad maxima de hinchamiento. Esto produce una méxima extension de las
cadenas, ya que a partir de esta concentracion, aunque se aumente la proporcion de
etanol, las nanoparticulas no incrementan su tamafo. El solapamiento de las medidas
realizadas al cabo de una y dos semanas con las obtenidas a tiempo cero podria ser
indicativo de la estabilidad del sistema. Las medidas a tiempo cero se realizaron después
de una hora de preparacion de las mezclas [dispersion de nanoparticulas/etanol],
sugiriendo que el tiempo necesario para que las nanoparticulas alcancen un equilibrio
conformacional es igual o menor a 1 hora, momento a partir del cual el tamafio
adquirido se mantiene constante.

La técnica de TEM también se empled para el estudio del hinchamiento de

nanoparticulas con etanol. Para ello se utilizaron las nanoparticulas EC:NCO en una
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mezcla [dispersion de nanoparticulas/etanol] con una concentracion del 60% de etanol

(p/p) (Figura 52).
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Figura 52. a) Imagen de TEM de nanoparticulas EC:NCO obtenidas a partir de una mezcla
[dispersion  de nanoparticulas/etanol] con una concentracion del 60% de etanol (p/p), b)
distribucién de tamafio de particula.

No se observd ninguna diferencia destacable ni en el tamafio ni en la forma de las
nanoparticulas en comparacion con la misma muestra sin etanol. Asimismo, la
distribucion de tamafios realizada a partir del analisis de imagen mostré una poblacién
equiparable a la misma muestra sin etanol, siendo el tamafio medio de particula 53 + 13
nm (PDI = 1,18). Sin embargo, segun los datos de dispersion dindmica de luz, un 60%
de etanol provoca un hinchamiento en las particulas destacable, ya que el radio
hidrodindmico aumenta hasta casi el doble de su valor original. Por lo tanto, el hecho de
observar particulas del mismo tamafio que el obtenido para la dispersiéon sin etanol
indicaria que la evaporacién del etanol de la muestra aparentemente devuelve las
nanoparticulas a su estado original, sugiriendo que la extension de las cadenas de

etilcelulosa provocada por la presencia de etanol en el medio continuo es reversible.
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4.2.2.3. Influencia de la reaccion de reticulacion en el tamafio y

morfologia de las nanoparticulas

El aspecto y tamafio de las nanoparticulas antes y después de la reaccion de reticulacion
se evalud mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). Este estudio se
aplico sobre la dispersion de nanoparticulas de los sistemas “EC:NCO” vy
“EC:FS:NCO”. Para ello, ademéas de observar las nanoparticulas por TEM (

Figura 53), se realizé una distribucion de tamafios a partir del andlisis de las imagenes
obtenidas (

Figura 54).

Figura 53. Imégenes de TEM (tincion negativa) de las nanoparticulas obtenidas a partir de
sistemas con agente reticulante: a) EC:NCO antes de la reaccidon de reticulacion, b) EC:NCO
después de la reaccion de reticulacion , ¢) EC:FS:NCO antes de la reaccion de reticulacion, d)
EC:FS:NCO después de la reaccion de reticulacion.

Mediante la observacion por TEM no se apreciaron diferencias destacables en el tamafio
y forma de las nanoparticulas. Este resultado sugiere que el filtro solar, en la
concentracion utilizada, no afecta al tamafio y la forma de las nanoparticulas, y que la

reticulacion de las cadenas de EC no implica cambios en la morfologia de la particula.
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Figura 54. Distribucion de tamafio de nanoparticulas medidos por analisis de imagenes de TEM
de los sistemas EC:NCO y EC:FS:NCO antes y despu¢s de la reaccion de reticulacion.

Tal como muestra la grafica, las poblaciones de nanoparticulas presentan una

distribucion monomodal, con tamafios de particula muy similares, como cabe esperar a

partir de la observacion de las imagenes de TEM. La Tabla XVI indica los valores

promedio de tamafio de particula, la desviacion estandar (como error asociado) y el

indice de polidispersidad (PDI) para cada sistema, antes y después de la reaccion de

reticulacion.

Tabla XVI. Valores promedio del diametro de particula y PDI de los sistemas EC:NCO y
EC:FS:NCO antes y después de la reaccion de reticulacion. Los valores medios se acompafian

de la desviacion estandar.

Muestra Tamafio medio (nm) PDI
EC:NCO an.tes de la reaccion 57412 1,14
de reticulacion
EC:NCO de.spués de la reaccion 58+ 14 1,19
de reticulacion
EC:FS:NCQ antes de la reaccion 48+ 13 122
de reticulacion
EC:FS:NCQ después de la reaccion 50413 1.20
de reticulacion
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Los valores de tamafio promedio de particula obtenidos a partir de los andlisis de
imagen (Tabla XVI) sugieren que la reaccion de reticulacion no influye en el tamafio de
particula. Estos datos parecen sefalar que durante el proceso de secado de las
nanoparticulas (aisladas del medio acuoso de dispersion) las cadenas poliméricas se
empaquetan de tal manera que quedan bastante proximas entre si, independientemente
de la reaccion de entrecruzamiento. Por lo tanto, en estado seco no se podrian distinguir
las nanoparticulas reticuladas y no reticuladas. Por consiguiente, la diferenciacion no se

basa en el tamaiio de la particula en seco, sino en la solubilidad en solventes organicos.

4.2.3. Determinacion del contenido de filtro solar en las
nanoparticulas

Debido a la mayor estabilidad y a la posibilidad de obtener nano-emulsiones con mayor
concentracion de polimero en la fase oleosa, los sistemas que emplean Solutol HS15
como tensioactivo se consideraron como los mdas apropiados para la preparacion de
nanoparticulas poliméricas. Por consiguiente, se estimé de interés determinar la
cantidad de filtro solar en las nanoparticulas obtenidas a partir de dichos sistemas
(“EC:FS” y “EC:FS:NCO”) mediante HPLC.

En la Figura 55 se presenta la recta de calibrado (recta patrén) empleada para el calculo
de la concentracion de filtro solar en las muestras, asi como su correspondiente

ecuacion.
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Figura 55. Recta de calibrado HPLC de Etilhexil dimetil PABA.
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Como se puede observar, para el intervalo de concentraciones utilizado en la confeccion
de la recta patrén, el filtro solar ofrece una respuesta lineal, con un buen coeficiente de
correlacion (R = 0,9999). Los valores empleados para la elaboracion de la recta patréon

se presentan en la Tabla XVII.

Tabla XVII. Valores de concentracion, area integrada y tiempo de retencion de las soluciones
de Etilhexil dimetil PABA en etanol empleadas para la elaboracion de la recta de calibrado. Los
valores medios se acompaiian de la desviacion estandar.

Concentracion (% peso) Area (u.a.) Tiempo de retencion (min)
2,0-10™ 164316 + 4836 5,5
3,7-10" 274231 + 4491 5,5
6,9-10™ 495498 + 3878 5,5
11,2-10"* 800740 + 10957 5,5
18,5-10* 1327627 + 12324 55

Tal como se indica en la Tabla XVIII, el tiempo de retencidon que presenta el filtro solar
disuelto en etanol corresponde a 5,5 segundos. El error asociado a cada darea
(correspondiente a la deviacion estandar) se detalla en la Tabla XVIII, puesto que
debido a las diferencias en el orden de magnitud, dichos errores no se pueden apreciar
en la representacion de la recta patrén (Figura 55). Asimismo, aunque se obtiene un
buen coeficiente de correlacion, la recta no pasa por el origen. Este resultado indica que
la correlacion entre puntos presenta un error asociado, que es del mismo orden de
magnitud que el error asociado a la integracion de areas de cada punto.

La determinacion del contenido en filtro solar de las nanoparticulas poliméricas se
realizd de manera indirecta para los sistemas EC:FS y EC:FS:NCO, segun la
metodologia descrita en el apartado 3.2.13. Para ello, se partié de las dispersiones de
nanoparticulas obtenidas una vez evaporado el solvente o bien después de la reaccion de
reticulacién. Mediante el analisis por HPLC, a partir de la concentracion de filtro solar
en la fase continua, se determind la proporcion de filtro solar retenido en las
nanoparticulas (método indirecto). El sistema EC:FS:NCO se analiz6 antes y después de
la reaccidn de reticulacidn, con el objetivo de determinar si durante el desarrollo de la
reaccion (t=24h, T=50°C) se produce difusién del filtro solar hacia la fase continua,

dando lugar a una disminucién del contenido de filtro solar en las matriz polimérica de
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las nanoparticulas. En la Tabla XVIII se muestra la concentracion de filtro solar en la
fase continua de las dispersiones determinada por HPLC, asi como la proporcién de
filtro solar (% peso) en la fase continua (el agua) y en la fase dispersa (las

nanoparticulas poliméricas) referida a la cantidad total de filtro solar del sistema.

Tabla XVIII. Valores de tiempo de retencion, concentracion de filtro solar en la fase continua, y
distribucién del filtro solar en la fase dispersa y continua de las dispersiones de nanoparticulas
de los sistemas EC:FS y EC:FS:NCO determinados por HPLC. Los valores medios se
acompafian de la desviacion estandar.

Proporcion de FS (% peso)
. . Tiempo de | Concentracion de FS (% ) i
dispersion de ) ) Fase continua Fase dispersa
retencion | peso) en la fase continua
nanoparticulas ; (acuosa) (nanoparticulas)
(min) (acuosa)
EC:FS 5,7 2,02 -10%+0,32- 10™ 0,10 £ 0,03 99,9 + 0,03
EC:FS:NCO antes de
la reaccién de 5.4 4,16 - 10*+0,63- 10 0,21+ 0,06 99,8 + 0,06
reticulacion
EC:FS:NCO después
de la reaccion de 5.4 2,11 -10%+0,10- 10™* 0,12 0,01 99,9 + 0,01
reticulacion

Como se puede observar en la Tabla XVIII, la difusién del filtro solar hacia la fase
continua de la dispersion de nanoparticulas es minima. Del total de filtro solar
adicionado en los sistemas de nano-emulsion, mas del 99% queda incorporado en la
fase dispersa. Los datos obtenidos mediante el andlisis indirecto por HPLC indican que
una vez evaporado el acetato de etilo, el filtro solar queda retenido 