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El alginato es un polímero aniónico ampliamente utilizado en aplicaciones 

farmacéuticas y biomédicas, debido a sus propiedades características como son la 

ausencia de toxicidad, biodegradabilidad, fácil disponibilidad, biocompatibilidad, 

propiedades mucoadhesivas, ausencia de inmunogeneicidad y facilidad de gelificar en 

presencia de cationes. Los objetivos de esta Tesis Doctoral se han planteado con la 

finalidad de desarrollar nuevas formas de dosificación de fármacos basadas en 

alginato. Teniendo en cuenta las propiedades del alginato y los estudios publicados 

sobre gelificación y formación de nanopartículas, se ha pretendido utilizar sistemas 

tensioactivos nanoestructurados, tales como las emulsiones altamente concentradas 

(HIPREs) de fase externa oleosa (W/O) y de fase externa acuosa (O/W) y las nano-

emulsiones de fase externa oleosa (W/O), como plantilla para la obtención de 

materiales porosos y nanopartículas de alginato, que permitan la incorporación y la 

liberación controlada de fármacos y que también puedan ser de utilidad en ingeniería 

biomédica. La utilización de las emulsiones como plantilla puede conseguir un mejor 

control del tamaño de partícula de los materiales formados. La correcta selección de 

los aceites y tensioactivos y la emulsificación por métodos de baja energía permitiría la 

obtención de materiales biocompatibles por métodos escalables industrialmente y 

sostenibles. 

 

Se ha estudiado la reticulación del alginato de sodio mediante cloruro de calcio, 

utilizando el método de gelificación externa y se han seleccionado las mezclas más 

adecuadas para ser incorporadas a los distintos sistemas tensioactivos como 

componente acuoso, en función de la viscosidad de la mezcla, de las características de 

la emulsión y de la finalidad del estudio. Las composición del componente acuoso ha 

sido: a) en las HIPREs utilizadas como sistemas de liberación de fármacos: 1% de 

alginato de sodio y 0,015% de cloruro de calcio, por la baja viscosidad de la mezcla y la 

facilidad de incorporación en la preparación de la emulsión; b) en las HIPREs utilizadas 

como plantilla para la formación de materiales porosos y nanopartículas: 2% de 

alginato de sodio y  0,1% de cloruro de calcio, para conseguir una mayor cantidad de 

alginato reticulado y c) en las nano-emulsiones W/O utilizadas como plantilla para la 

formación de nanopartículas: 0,05-0,06% de alginato de sodio y alrededor del 0,1% de 
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cloruro de calcio, para evitar la precipitación del alginato debido a la baja proporción 

de componente acuoso.  

 

Se ha estudiado la incorporación del alginato de sodio y el cloruro de calcio como 

componente acuoso de HIPREs W/O, con un 83% de componente acuoso y una 

relación de parafina líquida y Cremophor WO7 de 70/30 en peso,  y en HIPREs O/W, 

con un 83% de Miglyol 812 y una relación de componente acuoso y Cremophor RH455 

de 80/20. Se ha caracterizado la estructura de las emulsiones mediante microscopía 

óptica y electrónica y reología, pudiéndose comprobar que las gotas de las HIPREs 

W/O obtenidas son de tamaño nanométrico mientras que las de las HIPREs O/W son 

de tamaño micrométrico. La viscosidad está claramente influenciada por la presencia 

de alginato y por el orden de incorporación del alginato de sodio y el cloruro de calcio 

en la preparación de la HIPREs, especialmente en las HIPREs W/O, cuyo valor del 

módulo elástico (G’) aumenta considerablemente en presencia de alginato de sodio y 

cuando se incorpora en primer lugar el cloruro de calcio y seguidamente el alginato de 

sodio, lo que indica que el proceso de reticulación está influído por el orden de 

incorporación de los componentes. El efecto en la viscosidad de la emulsión no es tan 

notable como en las HIPREs W/O debido a la baja proporción del componente acuoso 

que constituye la fase externa. 

 

Se ha incorporado a HIPREs W/O y O/W con alginato reticulado con calcio un fármaco 

prácticamente insoluble en agua, ketoprofeno, y un fármaco muy soluble en agua, 

clorhidrato de clindamicina. Se ha estudiado la influencia de la estructura y 

composición de dichas emulsiones en  la liberación de los fármacos desde las 

emulsiones a una solución receptora. Se ha podido constatar la posibilidad de 

controlar la liberación del ketoprofeno cuando se incorpora en emulsiones altamente 

concentradas W/O, en comparación con una solución de ketoprofeno o un hidrogel 

comercial,  especialmente cuando se incorpora alginato en la fase interna y también se 

ha observado una mayor retención de ketoprofeno cuando el componente acuoso de 

la HIPRE es el alginato reticulado con cloruro de calcio, cuando se ha incorporado en 

primer lugar el cloruro de calcio y en segundo lugar el alginato. La mayor retención del 

principio activo en las HIPREs W/O en comparación con las HIPREs O/W cuando la fase 
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acuosa está reticulada se podría justificar por la localización preferente del principio 

activo en las interfases de las HIPREs W/O, debido a su solubilidad y también por la 

elevada proporción de alginato reticulado en las HIPREs W/O en comparación con las 

HIPREs O/W, por lo que el efecto de retención en la matriz de alginato es mucho 

menor. 

 

Los resultados de los estudios de liberación de un fármaco hidrosoluble, clorhidrato  

de clindamicina, han demostrado que las HIPREs pueden controlar la liberación del 

mismo: cuando el principio activo está en la fase interna acuosa (HIPREs W/O), debido 

a su elevada solubilidad en agua, la liberación es extraordinariamente lenta y se 

acelera ligeramente cuando en la fase interna hay alginato reticulado, probablemente 

debido a un efecto salting out provocado por el cloruro de calcio; sin embargo, cuando 

el principio activo está mayoritariamente en la fase externa (HIPREs O/W), la liberación 

es mucho más rápida, alcanzándose la total liberación después de 24-25 horas aunque 

dicha liberación es muy inferior a la difusión que se produce desde una solución 

acuosa, por lo que el medio altamente compartimentalizado que caracteriza a las 

HIPREs permite retardar considerablemente la liberación. El efecto del alginato o del 

alginato reticulado es insignificante cuando se encuentra en la fase externa, 

probablemente debido a su baja concentración. 

 

Se ha demostrado que la aplicación del método de gelificación externa de alginato en 

un medio altamente compartimentalizado como son las HIPREs ofrece nuevas 

posibilidades para la obtención de materiales que permitan la liberación controlada de 

fármacos. Del mismo modo en estudios previos realizados con otros sistemas y otros 

principios activos, se ha constatado la eficacia de los estudios de liberación de  

principio activo para interpretar las propiedades de sistemas micro y 

nanoestructurados y diseñar formas de liberación controlada. 

 

Se han obtenido materiales porosos de alginato reticulado con calcio, utilizando como  

plantilla HIPREs O/W, con un 83% de Miglyol 812 y una relación de componente 

acuoso y Cremophor RH455 de 80/20, siendo el componente acuoso una mezcla de 

alginato de sodio al 2% y cloruro de calcio al 0,1%. Después de eliminar el componente 
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oleoso y el tensioactivo,  el material poroso obtenido ha sido caracterizado mediante 

microscopía electrónica y porosimetría.  Dichos materiales presentan una porosidad no 

sólo debida al efecto plantilla de las emulsiones, sino que también presentan 

porosidad en las paredes de los poros, lo que puede atribuirse a que el alginato está en 

una proporción muy baja en la fase continua de la HIPRE y no es suficiente para cubrir 

toda la superficie de la fase continua, con lo que quedan espacios vacíos. El valor 

relativamente bajo de superficie específica, 28,85 m2/g, muestra que dichos materiales 

son básicamente macroporosos. 

 

Se han obtenido nanopartículas de alginato de sodio reticulado con calcio, utilizando 

como plantilla HIPREs W/O, con un 83% de componente acuoso y una relación de 

parafina líquida y Cremophor WO7 de 70/30 en peso, siendo el componente acuoso 

una mezcla de alginato de sodio al 2% y cloruro de calcio al 0,1%. Después de eliminar 

el componente oleoso y el tensioactivo,  el material nanoparticulado obtenido ha sido 

caracterizado mediante microscopía electrónica, constatándose la forma 

isodiamétrica, la agregación de las partículas y la gran polidispersidad en el tamaño, 

característico de las HIPREs que se han utilizado como plantilla. El método de 

preparación, a partir de emulsiones altamente concentradas favorece la agregación de 

las partículas y la polidispersidad, obteniéndose un material nanoparticulado, cuya 

estructura es inversa a la estructura del material poroso obtenido a partir de las 

HIPREs O/W. Si se comparan las partículas obtenidas a partir de las HIPREs con las 

obtenidas en solución, se observa una mayor densidad de partículas cuando se utilizan 

HIPREs como plantilla, lo que puede atribuirse tanto a la mayor concentración de 

alginato utilizado como a la estructura compartimentalizada de las HIPREs, que 

permite una distribución del alginato más homogénea. Asimismo, se observan 

diferencias en la morfología de las partículas, siendo mucho más redondeadas las 

obtenidas a partir de HIPREs.   

 

Se han obtenido nanopartículas de alginato de sodio reticulado con calcio, utilizando 

como plantilla nano-emulsiones W/O del sistema componente acuoso/mezcla de 

tensioactivos Cremophor EL:Cremophor WO7 (1:7, en peso)/miristato de isopropilo, 

con un 85% de miristato de isopropilo y una relación de componente acuoso y mezcla 
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de tensioactivos de 30/70 en peso, siendo el componente acuoso una mezcla de 

alginato de sodio al 0,05-0,06% y cloruro de calcio alrededor del 0,1%.  Las 

nanopartículas de alginato reticulado obtenidas se han caracterizado mediante 

técnicas de Dynamic Light Scattering (DLS)  presentando tamaños inferiores a 150 nm. 

Se ha constatado una disminución en el tamaño de partícula cuando el alginato está 

reticulado con calcio, cuando se somete a ultrasonidos después de la incorporación del 

componente oleoso.  Los tamaños obtenidos son considerablemente inferiores y más 

homogéneos que los de las nanopartículas de alginato de sodio reticuladas sólo con 

cloruro de calcio descritas en la bibliografía. Los resultados obtenidos en los estos 

estudios preliminares de preparación de nanopartículas de alginato reticulado a partir 

de nano-emulsiones ofrecen grandes posibilidades en cuanto al desarrollo de nuevas 

formas de dosificación de principios activos.   
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1.- INTRODUCCIÓN 
 
El objetivo principal de la Tecnología farmacéutica es el diseño, la fabricación y el 

control de formulaciones farmacéuticas, consideradas como el producto resultante del 

proceso tecnológico que confiere a los medicamentos las características adecuadas 

para facilitar su administración, asegurar la dosificación correcta y conseguir una 

eficacia terapéutica óptima (Domínguez-Gil, 2004). La liberación de fármacos es un 

ámbito de investigación fundamental en Farmacia y otras ciencias relacionadas con la 

salud y la calidad de vida. Los tratamientos farmacológicos para curar o aliviar 

alteraciones patológicas del organismo requieren que la molécula activa administrada 

alcance la biofase o lugar de acción. La rapidez con la que el fármaco accede a la zona 

patológica objeto del tratamiento depende de la vía de administración y la duración de 

la acción está condicionada por la forma de dosificación empleada. Por ello, en el 

campo de la Tecnología farmacéutica, es de gran importancia el diseño de nuevas 

formulaciones que permitan aumentar el rendimiento terapéutico del fármaco 

ampliando su tiempo de permanencia en la biofase y, además, permitan pautas de 

dosificación que reduzcan en lo posible los efectos adversos y favorezcan la adherencia 

al tratamiento por parte del enfermo. Las formas farmacéuticas de liberación 

controlada cumplen estas condiciones y son objeto preferente en la investigación y el 

desarrollo farmacéutico (Allen, 2004).  

 

El objetivo de la liberación controlada es conseguir la cantidad necesaria de un 

fármaco en el momento adecuado y en el lugar preciso (Zhang, 2013). En un sistema 

de liberación controlada, el fármaco se incorpora a una formulación, que es un soporte 

constituido generalmente por un material polimérico. La velocidad de liberación del 

fármaco desde este sistema al medio que lo rodea viene determinada por las 

propiedades del fármaco y de la formulación, pero también por factores ambientales 

como pueden ser el pH, la temperatura y la composición de los tejidos o las células del 

organismo (Peppas, 2013). Dependiendo del fármaco y de la patología a tratar 

interesará que la liberación tenga el perfil cinético más adecuado. Entre las ventajas de 

los sistemas poliméricos de liberación controlada de fármacos cabe destacar: a) el 

mantenimiento de concentraciones plasmáticas de forma continuada durante el 
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intervalo terapéutico deseado, disminuyendo así el número de dosis, b) la reducción 

de los efectos adversos derivados de un metabolismo demasiado rápido o de la 

sobredosificación, c) la protección del fármaco de una rápida degradación química y la 

vectorización en el lugar de acción evitando efectos indeseables en otros lugares del 

organismo y d) el aprovechamiento eficaz del fármaco pudiéndose reducir la dosis a 

administrar. Los sistemas de liberación controlada de fármacos basados en materiales 

poliméricos se pueden clasificar en tres tipos: sistemas polímero-fármaco conjugado, 

sistemas reservorio, y sistemas matriciales (Yang, 2012).  En los sistemas polímero-

fármaco conjugado, el fármaco se encuentra unido covalentemente al polímero de 

modo que en este sistema, tanto la velocidad como el tiempo de liberación del 

fármaco se encuentra regulado por el entorno del polímero, ya que es necesaria una 

degradación de este para su liberación. En los sistemas reservorio se pueden distinguir 

en dos partes, una parte interior donde se encuentra el fármaco, y otra parte periférica 

donde se encuentra el polímero, que será el responsable de controlar la liberación. En 

estos sistemas el fármaco se encuentra encapsulado en la parte interna, por lo que su 

liberación estará condicionada por las características y propiedades de la cubierta  

polimérica y por su grosor. Finalmente, en los sistemas matriciales el fármaco se 

encuentra homogéneamente distribuido dentro de la matriz polimérica, y la liberación 

dependerá de la estructura de la matriz polimérica. 

 

La nanotecnología aplicada al campo farmacéutico ha permitido el desarrollo de 

nuevas formas de dosificación basadas en sistemas coloidales. Las tecnologías de 

nanofabricación, top-down y bottom-up, han proporcionado sistemas de liberación de 

fármacos más eficientes, controlando el tamaño y la forma de los materiales obtenidos 

(Zhang, 2013). La interacción de farmacéuticos, ingenieros, químicos, físicos y médicos, 

entre otros, ha favorecido el diseño de nuevos sistemas de liberación de fármacos 

estudiando los fenómenos de transporte a través de materiales avanzados en 

diferentes condiciones de contorno, obteniendo nuevos dispositivos y perfiles 

cinéticos inesperados (Sharp, 2011). Las innovaciones en química de materiales han 

favorecido el desarrollo de nuevos sistemas terapéuticos (drug delivery systems), 

creando vehículos biodegradables, biocompatibles que permiten la vectorización 

(targeting) y que pueden controlar la liberación de la molécula activa en función de 
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estímulos del medio (Torchilin, 2006). En los últimos años, la nanotecnología ha 

revolucionado conceptualmente la administración de medicamentos, permitiendo 

mejores índices terapéuticos, que se traducen en una mejora de la actividad 

farmacológica disminuyendo la toxicidad, así como la vectorización de fármacos a 

tejidos y células. No obstante, el estudio de los sistemas nanoestructurados, la 

correcta caracterización, y el estudio de la cinética de liberación y la biodistribución de 

los fármacos es lo que permite el diseño óptimo de estas nuevas formas farmacéuticas 

(Couvreur, 2013). El desarrollo de nuevos sistemas nanoestructurados de liberación 

controlada de fármacos, tales como las emulsiones altamente concentradas, las nano-

emulsiones, los materiales porosos o las nanopartículas, basados en un polímero 

biocompatible de origen natural como es el alginato, la caracterización y el estudio de 

la cinética de liberación han sido objeto de la presente Tesis doctoral. 

 

El alginato es un biopolímero formado por ácido D-mannurónico (M) y ácido L-

gulurónico (G) unidos por enlace 1-4. Es abundante en la naturaleza y se puede 

encontrar como componente estructural de las algas marinas pardas y como 

polisacárido estructural de bacterias (Draget, 2009). El alginato se solubiliza 

lentamente en agua, formando soluciones coloidales viscosas (Raymond, 2009). La 

propiedad del alginato para unirse selectivamente a iones es la base de sus 

propiedades gelificantes (Draget, 2005). El entrecruzamiento de las cadenas de 

alginato se puede conseguir por métodos químicos o físicos, y la gran variedad de 

métodos de reacción hacen posible el control de la cinética de gelificación y de las 

propiedades del hidrogel formado (Bidarra, 2014; Yu, 2008a). Su biocompatibilidad 

junto con sus propiedades bioadhesivas y mucoadhesivas, justifican su utilización en 

sistemas de liberación de fármacos a través de mucosas (George, 2006; Swain, 2012). 

Tanto el alginato como sus derivados representan una opción de futuro para la 

obtención de nuevos biomateriales para inmovilización de células, control de la 

liberación de fármacos e ingeniería de tejidos (Alban, 2002; Coleman, 2011; Senni, 

2011; Bidarra, 2014; Venkatesan, 2015). La incorporación de alginato sódico reticulado 

con cloruro de calcio a sistemas coloidales, tales como las emulsiones altamente 

concentradas y las nano-emulsiones, para desarrollar sistemas de liberación 
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controlada de fármacos y para obtener nuevos materiales ha sido objeto de esta Tesis 

doctoral. 

 

Las emulsiones altamente concentradas, también denominadas HIPREs (High Internal 

Phase Ratio Emulsions) (Princen, 1983) o emulsiones-gel (Solans, 1986), son 

emulsiones en que la fracción de volumen de la fase dispersa es superior a 0.74, valor 

correspondiente al empaquetamiento máximo de esferas monodispersas. Presentan 

unas propiedades reológicas, estructurales y ópticas características debido a su alto 

contenido de fase dispersa. Su estructura consiste en un empaquetamiento de gotas 

en forma poliédrica separadas por una fina capa de fase continua que puede tener, a la 

vez, una estructura de microemulsión o de cristal líquido (Kunieda, 1987;  Solans, 

2004). Dependiendo de la fracción de volumen de la fase dispersa, temperatura, etc. 

su comportamiento reológico puede pasar de elástico a viscoelástico (Pons, 1993). Las 

emulsiones altamente concentradas son de interés para un gran número de 

aplicaciones: en industria alimentaria, en formulaciones cosméticas,  como sistemas de 

liberación controlada de fármacos (Calderó, 2012) y como plantillas para la 

preparación de materiales porosos poliméricos (Ruckenstein, 1992;  Williams, 1988) y 

partículas. Los materiales porosos estructurados suponen una innovación galénica 

como sistemas de administración de fármacos. La utilización de emulsiones altamente 

concentradas como plantilla para la obtención de materiales porosos permite el 

control del tamaño y de la forma de los poros (Esquena, 2003; Blin, 2006; Canal, 2012). 

Las espumas poliméricas sólidas de baja densidad, con macroporos interconectados se 

pueden obtener por la polimerización o la deposición polimérica en la fase continua de 

emulsiones altamente concentradas. Cuando el proceso tiene lugar en la fase interna, 

es posible obtener material en forma de partículas. En este sentido, nuestro grupo de 

investigación ha sido pionero en el desarrollo de materiales meso / macroporosos a 

partir de emulsiones altamente concentradas de fase externa acuosa y oleosa para 

diferentes aplicaciones industriales (Esquena, 2006).  

 

Las nano-emulsiones, también denominadas miniemulsiones, emulsiones 

submicrométricas o emulsiones ultrafinas, son emulsiones con tamaño de gota en el 

rango nanométrico (20-200 nm) y presentan un creciente interés científico y 
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tecnológico, debido a su amplia gama de aplicaciones en diferentes campos, y en 

especial en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (Solans, 2005). Las 

ventajas de las nano-emulsiones con respecto a las emulsiones convencionales (con 

gotas de tamaño micrométrico) son consecuencia de su pequeño tamaño de gota que 

les confiere una gran estabilidad cinética, elevada superficie interfacial y transparencia 

óptica. Las nano-emulsiones también presentan ventajas con respecto a las 

microemulsiones, ya que necesitan una concentración de tensioactivo inferior para su 

formación (García-Celma, 2016). Las nano-emulsiones se pueden formar por métodos 

de alta energía, utilizando homogeneizadores de alta presión o sonicadores de 

ultrasonidos, o por métodos de baja energía, que aprovechan la energía intrínseca de 

los components del sistema que se libera durante el proceso de emulsificación y que 

permiten obtener tamaños de gota muy pequeños y baja polidispersidad  (Solans, 

2012).  Las nano-emulsiones han sido estudiadas en nuestro grupo de investigación 

como plantilla para la preparación de nanopartículas para la vehiculación de fármacos 

(Calderó, 2011; Morral-Ruíz, 2012; Fornaguera, 2015).   

     

En la presente Tesis doctoral se han preparado emulsiones altamente concentradas, 

W/O y O/W, basadas en alginato de sodio reticulado con cloruro de calcio como 

sistemas de liberación de fármacos hidrófilos y lipófilos; a partir de estas emulsiones 

altamente concentradas se han preparado materiales porosos y nanopartículas y 

también se han elaborado nanopartículas de alginato reticulado con calcio utilizando 

nano-emulsiones como plantilla. 

 

En el apartado de introducción de esta Tesis doctoral se describe el alginato como 

polímero biocompatible de origen natural, con el que se han preparado emulsiones 

altamente concentradas como sistemas de liberación de fármacos, materiales porosos 

y nanopartículas. Asimismo, se explicarán las propiedades características de las 

emulsiones altamente concentradas y de las nano-emulsiones, que han servido como 

plantilla para la obtención de los materiales porosos y las nanopartículas. 
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1.1. Alginato 

 
1.1.1. Estructura, obtención y propiedades características  
 
Los alginatos son  biomoléculas binarias copoliméricas que están formadas por ácido 

D- mannurónico (M) y ácido L-gulurónico (G) unidos por enlace 1-4 (Figura 1.1).  

 

 

 

Figura 1.1  Características estructurales del alginato: a) Monómeros, b) Cadena, c) Fracciones o 

bloques (Draget, 2005). 

 

El alginato es abundante en la naturaleza y se puede encontrar como componente 

estructural de las algas marinas pardas y como polisacárido estructural de bacterias 

(Draget, 2009). La composición química y la secuencia monomérica puede variar 

ampliamente entre especies de algas aún en diversas partes de la misma  y con el año 

de cosecha. El alginato comercializado se extrae de algas pardas (Phaeophyceae) como 

Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum 

nodosum, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lessonia nigrescens, Durvillea 

antarctica y Sargassum spp (Lee, 2012) (Figura 1.2).   El alginato se encuentra en la 

matriz intracelular en forma de sal de varios cationes como el magnesio, el calcio o el 

sodio (Gombotz, 2012).  
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También se puede obtener por biosíntesis bacteriana de Azobacter vinelandii y varias 

especies de Pseudomonas,  resultando un alginato  con estructura química y 

propiedades físicas más bien definidas que el procedente de las algas (Draget, 2005; 

Gombotz, 2012; Lee, 2012). La biosíntesis bacteriana del alginato consiste en la 

oxidación de la fuente de carbono a acetil-CoA para entrar en el ciclo de Krebs y vía 

gluconeogénesis formar fructosa‐6-fosfato. Posteriormente, sobre esta fructosa-6-

fosfato se producen una serie de reacciones para convertirla en ácido mannurónico, 

que será el precursor del alginato  (Clark, 1936; Pawar, 2012).  

 

El ácido algínico fue descubierto, extraído y patentado por Standford durante la 

década del 1880 (Standford, 1881). La patente describe la obtención del alginato, 

sumergiendo las algas en agua o ácido diluido, haciendo una extracción con carbonato 

sódico y precipitando el alginato de la solución con ácido. Aunque Krefting (Krefting, 

1898) fue el primero en obtener una forma de ácido algínico purificado, no fue hasta 

1930 cuando se describió la estructura del alginato (Nelson, 1929).  

 

El alginato obtenido a partir de fuentes naturales puede presentar algunas impurezas, 

como endotoxinas, metales pesados o proteínas, entre otras. Estas impurezas se 

Figura 1.2. Esquema representativo de las especies del género Laminaria. 

(www.fitoterapia.net) 
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deben eliminar si se pretende utilizar el alginato para aplicaciones farmacéuticas 

(Gombotz, 2012). 

 

Propiedades fisico-químicas  

 

Los alginatos, como en general todos los polisacáridos, varían mucho en cuanto al peso 

molecular (Draget, 2009). El peso molecular del alginato sódico comercializado puede 

oscilar entre 32000 y 400000 g/mol (Lee, 2012). Se han realizado estudios de las 

propiedades fisicoquímicas  y la reología de esferas de alginato  en presencia de varios 

cationes divalentes y que muestran la influencia de la naturaleza del catión, la 

concentración del polímero, del catión y la fuerza iónica en las propiedades mecánicas 

de las esferas de alginato (Ouwerx, 1998).  

 

El alginato sódico rico en ácido gulurónico es más soluble en agua que el alginato rico 

en ácido mannurónico (Goh, 2012). La viscosidad de las soluciones de alginato 

aumenta al disminuir  el pH, alcanzando un máximo a pH 3-3,5 cuando los grupos 

carboxilo se protonan y forman enlaces de hidrógeno (Lee, 2012). Una solución de 

alginato es más viscosa cuanto más elevado sea el  peso molecular del alginato 

(Draget, 2009). El peso molecular del alginato tiene una gran importancia en sus 

aplicaciones, ya que su composición y la relación de bloques M/G pueden  variar la 

viscosidad de las soluciones  y los hidrogeles de alginato (Lee, 2012). En general, hay 

tres parámetros que determinan y limitan la solubilidad del alginato en agua: el pH del 

disolvente, la fuerza iónica del medio y la presencia de iones gelificantes en el 

disolvente (Draget, 2005; Lee, 2012; Pawar, 2012). Mediante potenciometría se ha 

determinado que las constantes de disociación (pKa) de los monómeros del  ácido 

mannurónico y gulurónico son 3,38 y 3,65 respectivamente (Draget, 2009). El alginato 

es prácticamente insoluble en etanol (95%), en éteres, cloroformo o en soluciones 

hidroalcohólicas en las que la concentración de etanol sea superior al 30%. También es 

prácticamente insoluble en otros disolventes orgánicos y en soluciones acuosas ácidas 

en las que el pH es inferior a 3. El alginato se solubiliza lentamente en agua, formando 

una solución coloidal viscosa (Raymond, 2009). Asimismo, la solubilidad del alginato 
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depende del grupo carboxílico. Un ácido algínico con el grupo carboxílico en forma 

protonada no será totalmente soluble en agua (Lee, 2012; Pawar, 2012).  

 

La propiedad del alginato para unirse selectivamente a iones es la base de sus 

propiedades gelificantes (Draget, 2005). La unión a iones divalentes depende de la 

composición en bloques G del alginato,  ya que los bloques M no han demostrado 

tener afinidad selectiva por dichos iones, tal como se ha indicado anteriormente. La 

afinidad de los alginatos por los iones divalentes de los metales alcalinos aumenta 

según el orden: Mn < Co, Zn, Ni < Ca < Sr < Ba < Cd < Cu < Pb (Gombotz, 2012; Pawar, 

2012). Esta característica unión selectiva a iones se explicará más detalladamente en la 

formación de geles de alginato según el modelo denominado  caja de huevos (“Egg-box 

model”) (Grant, 1973).  

 

El alginato sódico en forma de polvo seco es estable durante meses si se almacena en 

un lugar seco, fresco y protegido de la luz solar. En el congelador, el alginato sódico 

puede mantenerse estable durante varios años. En cambio, el ácido algínico desecado 

tiene una estabilidad limitada a temperatura ambiente debido a la degradación 

intramolecular catalizada por ácidos (Draget, 2009). Los alginatos pueden degradarse 

en presencia de ácidos y bases y también a pH neutro en presencia de compuestos 

reductores como hidroquinona, sulfito sódico, cisteína, ácido ascórbico o sulfato de 

hidrazina, entre otros. El mecanismo de degradación implica la formación de un 

peróxido que da lugar a la formación de radicales libres que finalmente provocan la 

rotura de la cadena de alginato (Draget, 2005; Lee, 2012; Pawar, 2012). También se 

produce la degradación del alginato por técnicas de esterilización por calor, con óxido 

de etileno o rayos gamma (Draget, 2005). 
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Propiedades biológicas 

 

El alginato no es tóxico y es biodegradable cuando se administra por via oral (George, 

2006). Está incluído entre los compuestos considerados seguros (GRAS o Generally 

Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration). Se utiliza ampliamente 

en la industria alimentaria como emulsificante y estabilizante.   

 

La biocompatibilidad del alginato se ha estudiado tanto in vivo como in vitro, sin 

embargo la administración intravenosa de alginato sigue siendo objeto de debate 

(George, 2006). Algunos estudios han demostrado que un alginato con un elevado 

contenido en bloques M es immunogénico y  aproximadamente 10 veces más potente 

que un alginato rico en bloques G, en cuanto a inducir la producción de citoquinas 

(Lee, 2012). Otros estudios, en cambio, han encontrado escasa o nula 

immunorespuesta cuando se han aplicado implantes de alginato. La respuesta 

immunológica se podría atribuir a impurezas tales como metales pesados, endotoxinas 

o compuestos polifenólicos, ya que el uso de alginato purificado no ha demostrado 

reacción inmune (George, 2006).  

 

La bioadhesión se refiere al contacto entre dos superfícies, cuando una de ellas es un 

sustrato biológico. Si una de las superficies es una mucosa, se denomina 

mucoadhesión.  El alginato tiene propiedades bioadhesivas y mucoadhesivas, por lo 

que es un buen candidato para ser utilizado en sistemas de liberación de fármacos a 

través de mucosas (Chickering, 1995; George, 2006; Swain, 2012).   

 

Tanto el alginato como sus derivados obtenidos por modificaciones químicas en los 

grupos carboxilo e hidroxilo, representan una opción de futuro para la obtención de 

nuevos biomateriales para inmovilización de células, control de la liberación de 

fármacos e ingeniería de tejidos (Alban, 2002; Senni, 2011; Coleman, 2011; Bidarra, 

2014; Venkatesan, 2015).  
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1.1.2. Reticulación del alginato 

 

Los hidrogeles son estructuras tridimensionales reticuladas compuestas por polímeros 

hidrófilos con un elevado contenido en agua (alrededor del 95%) (Lee, 2012; Paques, 

2014). La formación de un hidrogel depende de las características del polímero y del 

reticulador. En el caso de los hidrogeles de alginato, depende de la naturaleza y 

propiedades de la cadena polimérica,  del tipo de reticulador y  del tipo de modulador 

o agente auxiliar reticulador, tal como se resume en la Figura 1.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Esquema de los parámetros que controlan la cinética y las propiedades de los 

hidrogeles de alginato (Draget, 2009). 

 

 

El alginato se utiliza en forma de hidrogel en biomedicina, en aplicaciones tales como 

la curación de heridas, en la liberación de fármacos y en ingeniería de tejidos (Lee, 

2012).  También se puede preparar esponjas oleosas de alginato los cuales puede ser 

útiles como vehículos para contener sustancias solubles en fase oleosa como ciertos 

saborizantes, vitaminas o colorantes (Nussinovitch, 1997). 

 

El entrecruzamiento de la cadena de alginato se puede conseguir por métodos 

químicos o físicos, y la gran variedad de métodos de reacción hacen posible el control 

de la cinética de gelificación y de las propiedades del hidrogel formado (Yu, 2008a; 

Bidarra, 2014). Tal como se puede observar en la figura 1.4 (Draget, 2005),  los geles 
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procedentes de alginatos con un elevado contenido en bloques G tienen tendencia a 

formar geles fuertes, rígidos y porosos, en cambio, los geles procedentes de alginato 

con un elevado contenido en bloques M tenderán a formar geles más débiles y 

elásticos (Lee, 2012; Paques, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Gráfico de la fuerza del gel (E) en función del contenido en bloques G  

(Draget, 2005). 

 

 

A continuación, se describen brevemente los principales métodos de reticulación de 

las cadenas de alginato.  

 

Reticulación iónica 

 

El método más utilizado para preparar hidrogeles de alginato consiste en mezclar una 

solución de alginato con un agente reticulador iónico, como son los cationes 

divalentes. El alginato con un alto contenido de ácido gulurónico proporciona 

importantes propiedades mecánicas en la formación de hidrogeles (Kurt, 2011). Los 

alginatos presentan diferente afinidad por los cationes divalentes, lo que dará lugar a 
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geles con diferentes propiedades físico-químicas y estabilidad (Bidarra, 2014). Los 

cationes divalentes como el calcio se unen preferentemente en los bloques de 

guluronato (bloques G), por ello, un alginato con una elevada proporción de bloques G 

formará un gel mucho más rígido que con otro alginato con baja proporción de 

guluronato (Lee, 2012; Pawar, 2012). El bloque G de un polímero se une con el bloque 

G de otro polímero formando una estructura característica en forma de caja de huevos 

(“egg-box model”) (Grant, 1973),  que dará lugar a la formación de un gel, tal como se 

representa en la figura 1.5 (Paques, 2014).  El alginato se une específicamente a 

numerosos iones divalentes para formar hidrogeles de alginato, sin embargo, esta 

afinidad no se manifiesta en presencia de Mg2+ e iones monovalentes, por lo que no se 

forman hidrogeles en presencia de dichos iones (George, 2006; Gombotz, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Representación esquemática del modelo “Egg-box” con cationes calcio  

(Paques, 2014). 

 

 

El cloruro cálcico (CaCl2) es uno de los agentes más utilitzados para la reticulación 

iónica debido a su solubilidad en soluciones acuosas, aunque el proceso de gelificación 

puede resultar rápido y descontrolado. Para reducir la velocidad de gelificación se 

puede utilizar una solución reguladora que contenga fosfato, ya que entonces los 

grupos fosfato compiten con los grupos carboxilos del alginato para unirse a los 

cationes divalentes, retardando así la gelificación. Otros agentes reticulantes  son el 
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sulfato cálcico (CaSO4) y el carbonato cálcico (CaCO3), ya que debido a su menor 

solubilidad en soluciones acuosas permiten reducir la velocidad de gelificación (Lee, 

2012).  

 

La gelificación de las soluciones de alginato mediante cationes se puede producir por 

dos métodos, denominados gelificación externa (o método de difusión) y gelificación 

interna (o gelificacion in situ), tal como se representa en la Figura 1.6.  

 

 

a) 

 

 

b) 

 

Figura 1.6. Representación de dos ejemplos de reticulación iónica: a) Gelificación externa: 

Solución de CaCl2 y b) Gelificación interna: Solución de CaCO3  (Draget, 2009). 
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El CaCl2 se utiliza como reticulante en el método de gelificación externa, en donde los 

iones calcio difunden desde una fase continua (solución de CaCl2) al interior de gotas 

de alginato, formando una matriz gelificada (Paques, 2014). En el método de 

gelificación interna se utiliza como reticulante una sal insoluble en agua, como el 

CaCO3, que se mezcla con la solución de alginato. Los iones calcio se liberan desde el 

interior de la mezcla cuando se disminuye el pH y/o se aumenta la solubilidad de la sal 

de calcio, dando lugar a la formación del gel de alginato (Draget, 2009; Paques, 2014). 

Barbetta y colaboradores describen la formación de hidrogeles de alginato poroso para 

obtener matrices por medio de la  formación de CO2 in situ, al ser desplazado por un 

ácido y posterior formación de burbujas de gas, que al ser desplazadas dejan una 

formación porosa (Barbetta, 2009).  

 

La cinética de gelificación es un factor muy importante en el control de la fuerza y 

uniformidad del gel cuando se utilizan cationes divalentes, ya que una gelificación 

lenta permitirá obtener estructuras más uniformes y más integradas (Kuo, 2001).  

 

La temperatura de gelificación también afectará a la cinética de gelificación y a las 

propiedades finales del hidrogel,  ya que a bajas temperaturas se puede reducir la 

reactividad de los agentes reticulantes y, en consecuencia, la formación de gel (Lee,  

2012).   

 

Uno de los puntos críticos de la gelificación iónica, que puede resultar beneficioso o 

perjudicial en sus aplicaciones,  es la limitada estabilidad a largo plazo en condiciones 

fisiológicas y el intercambio de cationes divalentes por cationes monovalentes así 

como la liberación de calcio en el interior del organismo. Además, los hidrogeles de 

alginato pueden utilizarse como matriz para la agregación de plaquetas y eritrocitos 

(Lee, 2012).  
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Otros métodos de reticulación  

 

La reticulación covalente se ha estudiado para mejorar las propiedades físicas de los 

geles, sobretodo en el campo de la ingeniería de tejidos. Uno de los primeros agentes 

reticulantes utilizados en la reticulación covalente fueron los polietilenglicoles de 

diferente peso molecular, con los que se prepararon una gran variedad de geles con 

diversas propiedades mecánicas. También se ha utilizado la PEG-diamina.  Es 

importante tener en cuenta que el exceso de agente reticulante que no haya 

reaccionado debe eliminarse del gel para no inducir toxicidad (Lee, 2012).  En la 

reticulación iónica hay pérdida de agua y deformación plástica, lo que se observa 

cuando los enlaces sometidos a tensión se disocian y se vuelven a asociar (Pawar, 

2012). Este hecho también se ha constatado en la reticulación covalente pero la 

imposibilidad de disociarse hace que la deformación sea elástica.   

 

La foto-reticulación es la gelificación in situ que se puede realizar en condiciones de 

reacción suaves.  El alginato modificado con metacrilato y reticulado por la exposición 

a un láser (Láser de iones de argón, 514 nm) durante 30 segundos en presencia de 

eosina y trietanolamina, forma hidrogeles claros y flexibles. Estos geles tienen 

potencial en cirugía sin suturas ya que se podrían aplicar en el sellado de la córnea in 

vivo en casos de perforación  (Lee, 2012). Al tratarse de un nuevo método de 

reticulación, se requieren más estudios para evaluar su efectividad (Alban, 2002). 

 

La reticulación celular se basa en la capacidad de las células para contribuir en la 

formación de geles. Cuando el alginato se modifica con ligandos de adhesión celular, la 

capacidad para unir varias cadenas poliméricas puede llegar a gran distancia y 

mediante la unión receptor-ligando se puede formar una red uniforme. Por otra parte, 

las células añadidas a una solución de alginato no modificado, se agregan y forman una 

estructura no uniforme, tal  como se puede apreciar en la figura 1.7 (Lee, 2012; Pawar, 

2012).  
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Figura 1.7. Representación del entrecruzamiento celular en: a) Solución de alginato modificado 

con ligando de adhesión celular y  b) Solución de alginato no modificado (Lee, 2012). 

 

 

Esta estructura no uniforme es el resultado del predominio de las interacciones célula-

célula y no receptor-ligando.  Una vez se rompe la estructura del gel por una fuerza de 

cizalla, las estructuras de entrecruzamiento se recuperan en pocos minutos. El sistema 

se puede aplicar a la liberación de células en ingeniería de tejidos, ya que el gel podría 

estar en estado líquido durante la inyección al paciente y  solidificar al entrar en 

contacto con las células del organismo  (Alban, 2002; Lee, 2012). La reticulación celular 

de alginato constituye un reto en biomedicina con numerosas potenciales aplicaciones.  

 

1.1.3. Aplicaciones farmacéuticas y biomédicas del alginato  

 

El interés por nuevas formas de dosificación en las que la liberación del fármaco pueda 

ser controlada, se ha incrementado de manera constante durante los últimos años. En 

la mayoría de los casos, el objetivo es conseguir un medicamento que mantenga un 

efecto terapéutico prolongado con una frecuencia de dosificación reducida (Aulton, 

2003). La cantidad de fármaco que llega al lugar de acción dependerá de la dosis y de 

la velocidad y grado de absorción y distribución en el organismo. Para conseguirlo, el 
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principio activo ha de llegar al lugar de acción en una concentración suficientemente 

elevada como para iniciar una respuesta farmacológica (Banker, 2002). Una forma de 

dosificación generalmente consta de uno o más principios activos junto con un número 

variable de excipientes que se han añadido a la formulación para facilitar la 

preparación y  la administración, promover la liberación y la biodisponibilidad del 

fármaco y protegerlo de la degradación. Los excipientes se consideran componentes 

inertes, que no ejercen ninguna acción terapéutica o biológica. Sin embargo, los 

excipientes pueden influir en la velocidad y el grado de absorción de un fármaco y las 

propiedades biofarmacéuticas de un medicamento dependen en gran manera de la 

adecuada selección de los excipientes (Aulton, 2003). 

 

Numerosos polímeros se utilizan como excipientes en la formulación de sistemas de 

liberación controlada de fármacos. Los polímeros de alginato son de gran interés en la 

formulación de medicamentos debido a sus características: son inertes, dan lugar a la 

formación de matrices hidrófilas e hidrogeles, presentan una elevada porosidad 

permitiendo la difusión de macromoléculas, se disuelven y se degradan en condiciones 

fisiológicas, etc.  (Gombotz, 2012). Las propiedades de los alginatos permiten 

considerarlos como excipientes idóneos para nuevas aplicaciones farmacéuticas y 

biomédicas (Tonnesen, 2002; Kristiansen, 2009). A continuación se describen 

brevemente algunas aplicaciones de los alginatos en formas farmacéuticas 

convencionales y en nuevas formas de dosificación.  

 

Alginato en formas farmacéuticas convencionales 

 

Los alginatos se utilizan en varias formas farmacéuticas, tanto por vía tópica como por 

vía oral (Khan, 1972; Bennett, 1974; Sjoöblom, 2001; Tonnesen, 2002).  Se utilizan 

como espesantes y agentes de suspensión en pastas, cremas y geles, a 

concentraciones que oscilan entre el 1 y el 10%. En comprimidos y cápsulas, se utilizan 

el ácido algínico, el alginato cálcico y el alginato cálcico-sódico como aglutinantes y 

disgregantes en concentraciones que varían entre el 1 y el 10% p/p. El ácido algínico 
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también se utiliza como estabilizante en emulsiones de aceite en agua en 

concentraciones entre el 1 y el 3%.   

 

Terapéuticamente, el ácido algínico se utiliza como antiácido, en formulaciones 

comercializadas como Gaviscon® y en el tratamiento del reflujo gastroesofágico en 

combinación con un antagonista de la histamina H2 (Bennett, 1974).     

 

Alginato en formas farmacéuticas de liberación controlada 

 

El alginato sódico se ha utilizado en formulaciones de liberación sostenida por via oral. 

Su función es la de retardar la disolución del fármaco en comprimidos, cápsulas y 

suspensiones acuosas (Zatz, 1987; Veski, 1994; Azarmi, 2003; Raymond, 2009).  

 

Las propiedades adhesivas de los geles de alginato sódico han permitido investigar la 

liberación de fármacos mediante comprimidos que se adhieren a la mucosa del tracto 

gastrointestinal, así como en geles bucales y comprimidos vaginales. La adhesión 

esofágica de las suspensiones de alginato, proporciona una barrera contra el reflujo 

gástrico y sirven para controlar la liberación del principio activo en un lugar específico. 

También se han descrito soluciones oftálmicas que forman un gel in situ al ser 

administradas, geles formados in situ que contienen paracetamol para la 

administración oral y sistemas de liberación nasal basados en microesferas 

bioadhesivas (Raymond, 2009). Asimismo se han investigado sistemas de liberación de 

proteínas y péptidos basados en alginatos (Gombotz, 1995).  

 

El alginato sódico se ha utilizado para la microencapsulación acuosa de fármacos, 

como una alternativa a otras técnicas de microencapsulación que utilizan disolventes 

orgánicos (Bodmeier, 1993). Se han estudiado sistemas de dosificación flotantes 

constituídos por microcápsulas de alginato cálcico, con distintos principios activos, 

tales como amoxicilina (Whitehead, 2000), o furosemida (Iannuccelli, 2000). También 

se ha estudiado el alginato en sistemas de liberación controlada de diclofenac 

(Mirghani, 2000), insulina (Rasmussen, 2003) o ampicilina (Torre, 1998). Las 
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microcápsulas de alginato recubiertas con quitosano han demostrado ser eficaces para 

retardar la liberación de verapamilo (Pasparakis, 2006) y podrían resultar de utilidad 

para la liberación controlada de fármacos con estructura peptídica en el tracto 

gastrointestinal (Raymond, 2009). La impregnación de meloxicam en microcápsulas de 

alginato cálcico ha demostrado poder reducir el riesgo de ulceración y de inflamación 

de la mucosa bucal (Fathy, 2006).  

 

Un ejemplo de la aplicación de la nanotecnología al desarrollo de sistemas de 

dosificación con alginato es el desarrollo de nanopartículas para la encapsulación de 

fármacos antituberculosos, tales como la isoniazida, rifampicina, pirazinamida y 

etambutol para ser administradas por vía oral (Ahmad, 2008). Tal como se observa en 

la Figura 1.8, el perfil plasmático de los cuatro antituberculosos administrados en 

ratones en forma de nanopartículas en comparación con los fármacos sin encapsular 

ofrece claras ventajas, que permiten plantear un cambio de posología debido a la 

liberación sostenida de los fármacos nanoencapsulados. La liberación sostenida de los 

fármacos puede explicarse por las propiedades bioadhesivas del alginato, que permite 

una adhesión prolongada de la formulación en la mucosa intestinal, aumentando el 

tiempo disponible para su absorción. 
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Figura 1.8. Perfiles plasmáticos después de una dosis oral de nanopartículas con 

antituberculosos en comparación con el fármaco libre (Ahmad, 2008). 

En otros estudios se han utilizado nanocápsulas cargadas con doxorubicin y cubiertas 

con alginato las mismas que han demostrado buena eficiencia terapéutica contra 

Leishmania en hamsters (Kansal, 2014). Existen numerosos estudios publicados sobre 

encapsulación de antineoplásicos, hormonas, etc., en nanoagregados, nanocápsulas y 

nanoesferas de alginato (Rajaonarivony, 1993; Yu, 2008b; Liu and Zhang, 2010). En un 

estudio, Bhowmik y colaboradores prepararon y evaluaron nanocápsulas cargadas con 

testosterona las cuales mostraron  un patrón de liberación sostenida (Bhowmik, 2006). 

Cabe destacar los estudios sobre formación de nanosistemas terapéuticos de alginato 

y quitosano para la encapsulación de insulina y diversos antineoplásicos (Sarmento, 

2007a y 2007b, Cafaggi, 2007).  Los alginatos han demostrado efectos significativos  en 

la inducción de formación de ácido deoxicólico en cáncer de la mucosa esofágica. El 

reflujo de ácidos biliares dentro del esófago están implicados en el llamado esófago de 

Barrett (el cual es una condición metaplástica y precursora del adenocarcinoma 

esofágico), los ácidos biliares a pH 4 inducen la expresión del gen c-myc. Los alginatos 

son capaces de prevenir la inducción de c-myc mediante acidificación con ácido 

deoxicólico in vitro (Dettmar, 2007).   
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También se han descrito nanopartículas de alginato sódico recubiertas con quitosano 

para la administración de vacunas a través de la mucosa (Borges, 2005). En los trabajos 

publicados se destacan los factores que afectan a la eficiencia de encapsulación y 

liberación de los fármacos, como son el pH del medio, la naturaleza y viscosidad del 

alginato, las propiedades físico-químicas del fármaco encapsulado, el agente de 

reticulación y el tamaño de partícula de los agregados. Estos factores son de gran 

importancia para el desarrollo de nuevos sistemas de dosificación. 

 

Alginato en productos sanitarios  

 

El tratamiento de heridas agudas y crónicas es una necesidad clínica y quirúrgica y los 

apósitos de alginato ofrecen numerosas ventajas. Los apósitos de alginato no sólo 

ejercen una función barrera que evita la entrada de patógenos en la herida sino que 

proporcionan un entorno húmedo y facilitan la cicatrización (Lee, 2012). Los apósitos 

de alginato se fabrican por reticulación iónica de una solución de alginato con iones 

calcio para formar un gel, seguido de un proceso para formar láminas porosas 

liofilizadas. Los  apósitos de alginato secos absorben los fluídos de la herida para 

regelificarse, y así pueden suministrar agua a una herida seca, manteniendo un 

microambiente húmedo y fisiológico que minimiza la posibilidad de infección 

bacteriana en el lugar de la herida. Estas funciones también permiten la epitelización 

rápida y la curación de la herida. Actualmente existen una gran variedad de apósitos 

de alginato comercializados y se está estudiando la incorporación de fármacos en los 

apósitos para ser liberados directamente a la herida y así aumentar la velocidad de 

cicatrización (Goh, 2012). 

 

Alginato en medicina regenerativa 

 

Los alginatos son materiales de gran interés en ingeniería biomédica (Shapiro, 1997; 

Augst, 2006; Orive, 2006; Huang, 2012; Ruvinov, 2015). Una de las ventajas que 
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ofrecen es su capacidad para proporcionar un entorno físico-químicamente favorable 

para la inmovilización y el desarrollo de células vivas (Veski, 1994). Entre sus 

propiedades cabe destacar la biocompatibilidad, naturaleza no trombogénica, ausencia 

de inmunogeneicidad y textura similar a la matriz extracelular (Shapiro, 1997). La 

capacidad de los alginatos para encapsular células se ha estudiado en los últimos años 

(Ruvinov, 2015). Los geles de alginato se han investigado como vehículos para liberar 

proteínas o células que puedan dirigir la regeneración de diversos tejidos y  órganos en 

el organismo humano, tales como los vasos sanguíneos, los huesos o los cartílagos.  

 

Los geles de alginato se han estudiado como promotores de la formación de vasos 

sanguíneos por su capacidad para lograr una liberación sostenida y  localizada de 

factores de crecimiento tales como VEGF (Factor de crecimiento del endotelio 

vascular). También se ha estudiado su potencial aplicación para la regeneració de los 

huesos mediante la liberación de factores osteoinductores o células formadoras de 

hueso (Venkatesan, 2015). Los geles de alginato poseen ventajas respecto a otros 

materiales en ingeniería de tejidos óseos, por su capacidad de ser introducidos en el 

organismo de forma poco invasiva, su capacidad para rellenar defectos de forma, por 

la posibilidad de ser modificados químicamente mediante ligandos de adhesión y  de 

factores de inducción de tejido como el  TFG-β. En la reparación de cartílago dañado o 

degradado, los geles de alginato han demostrado su eficacia para el trasplante de 

células condrogénicas en modelos animales.  Recientemente se han realizado ensayos 

clínicos para la utilización de implantes de alginato inyectables que inhiben los 

procesos de daño celular posteriores al infarto de miocardio (Ruvinov, 2015), 

facilitando la reparación y la reconstrucción del tejido cardíaco. 

El profundo conocimiento de las propiedades del alginato permitirá desarrollar en un 

futuro próximo la producción de biomateriales estandarizados para transplantes de 

órganos y tejidos así como los medios adecuados para la regeneración celular. 
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1.2. Emulsiones altamente concentradas 

  

1.2.1. Definición, clasificación y propiedades generales de 
emulsiones 
 
Las emulsiones son sistemas dispersos constituidos por dos o más fases líquidas 

inmiscibles. Una de las fases, denominada fase interna, dispersa o discontinua, está 

dispersada en forma de gotas en el seno de la otra fase, denominada fase externa, 

dispersante o continua (Becher, 1972; Sherman, 1968). Una definición más amplia de 

emulsiones contempla la dispersión de una fase líquida y/o una fase con estructura de 

cristal líquido en el seno de un líquido (IUPAC, 1971). 

 

Las emulsiones se pueden clasificar atendiendo a distintos criterios, tal como se indica 

a continuación. 

 

Según la naturaleza de las fases, se distinguen dos tipos de emulsiones (Tadros, 1983): 

 Emulsiones de agua en aceite (W/O), en las que la fase interna es acuosa y la 

fase externa oleosa. 

 Emulsiones de aceite en agua (O/W), en las que la fase interna es oleosa y la 

fase externa es acuosa. 

Se entiende por fase oleosa cualquier líquido inmiscible en la fase acuosa, 

independientemente de su naturaleza química, y por fase acuosa cualquier 

componente más polar que el componente oleoso e inmiscible con él.  

 

Según el volumen relativo de las fases (Figura 1.9), las emulsiones se clasifican en 

(Lissant, 1974): 

 Emulsiones diluidas, con una fracción en volumen de fase interna inferior a 0,2 

aproximadamente. 

 Emulsiones concentradas, con una fracción en volumen de fase interna entre 

aproximadamente 0,2 y 0,74. 
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 Emulsiones altamente concentradas, con una fracción en volumen de fase 

interna superior a 0,74. 

La fracción en volumen de fase interna que distingue las emulsiones diluidas y las 

concentradas es aproximado y obedece a criterios reológicos, siendo emulsiones 

diluidas las que se comportan como fluidos newtonianos. En cambio, el límite para las 

emulsiones altamente concentradas corresponde exactamente al máximo 

empaquetamiento de esferas rígidas de igual radio (Lissant, 1966; Princen, 1987). 

 

 

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Representación esquemática de emulsiones según la naturaleza y la fracción en 

volumen de la fase interna (F). 

 

 

Las emulsiones también se pueden clasificar según el tamaño de las gotas en dos 

grandes grupos: 

 Macroemulsiones, cuando el tamaño de gota es igual o superior a 1 µm, 

presentando un aspecto lechoso característico. 

 Nano-emulsiones, también denominadas miniemulsiones, emulsiones 

submicrométricas o emulsiones ultrafinas, cuando el diámetro de gota es 

inferior a 1 µm, aunque en aplicaciones farmacéuticas se suelen considerar 

nano-emulsiones cuando el tamaño de gota es inferior a 200 nm. 

F < 0,2 

F > 0,74 

0,2 < F < 0,74 

Diluida

Concentradas 

Altamente concentradas 

 Aceite en agua           Agua en aceite  
          O/W            W/O 
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Según la estructura de la emulsión, se clasifican en: 

 Emulsiones simples, que están constituidas por una fase interna y una fase 

externa. 

 Emulsiones múltiples, constituidas por una emulsión simple dispersada en una 

fase externa (Seifriz, 1925; Matsumoto, 1976). Las emulsiones múltiples 

pueden ser de fase externa acuosa (W/O/W) o de fase externa oleosa (O/W/O). 

 Emulsiones mixtas, constituídas por dos emulsiones simples del mismo tipo, 

que contienen gotas de fase interna de distinta composición. Pueden ser de 

fase externa acuosa (O1+O2/W) o de fase externa oleosa (W1+W2/O) (Audrey, 

2009). 

 

Las emulsiones también se pueden clasificar según la nanoestructura de la fase 

continua (Llinàs, 2010). Se han descrito emulsiones altamente concentradas con fases 

de microemulsión (Kunieda, 1987; Solans 1988; Pons, 1993) y de cristal líquido cúbico 

(Rodríguez, 2000; Kunieda, 2001; Uddin, 2001) en la fase externa. Según este criterio, 

las emulsiones de fase externa acuosa (O/W) podrían ser O/ME si tienen 

microemulsión en la fase externa o O/CL si tienen cristal líquido en la fase externa y las 

emulsiones de fase externa oleosa (W/O) podrían ser W/ME o W/CL. Los diferentes 

tipos de estructuras presentes en las emulsiones son importantes para su estabilidad, 

por las propiedades reológicas y además, pueden modular la cinética de liberación de 

principios activos (Hans, 1994). 

 

Las emulsiones son sistemas termodinámicamente inestables y por ello requieren  

aporte de energía para su formación. El área total interfacial generada en el proceso 

de emulsificación es muy grande debido a la formación de gotas al dispersar uno de los 

líquidos en el seno del otro. La energía libre de formación de una emulsión vendrá 

dada por la expresión: 

 

STAG              (1) 

   

donde ΔG es el incremento de la energía libre del sistema, γ es la tensión superficial, 
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ΔA es el incremento de la superficie interfacial, T representa la temperatura, y ΔS es el 

incremento de entropía del sistema (Becher, 1972). 

 

Los métodos de formación de emulsiones se pueden clasificar en métodos de alta o de 

baja energía. Los métodos de alta energía o de dispersión, se basan en el aporte 

de energía externa al sistema, generalmente mecánica, y el tamaño de gota resultante 

depende de la magnitud de este aporte. Los método de baja energía o de 

condensación, son métodos en los que la energía proviene de la energía interna de los 

propios componentes de la emulsión. Dentro de estos métodos se encuentra el 

método de inversión de fases y los métodos de autoemulsificación o emulsificación 

“espontánea”. Generalmente, el tamaño de gota de las emulsiones que se obtienen 

con estos métodos suelen ser más pequeño y con menor polidispersidad (Shinoda, 

1969; Forgiarini, 2001; Izquierdo, 2002; Solé, 2012). Para la formación de emulsiones 

por métodos mecánicos se pueden utilizar diferentes instrumentos, entre los que 

destacan el agitador sencillo, el molino coloidal  y el homogeneizador de alta presión. 

 

Como las emulsiones son sistemas termodinámicamente inestables, la incorporación 

de compuestos estabilizantes (emulgentes o emulsionantes), les puede conferir una 

cierta estabilidad cinética. Como estabilizantes se pueden utilizar, tensioactivos, 

polímeros, o partículas finamente divididas (Friberg, 1988). Independientemente del 

tipo de estabilizante utilizado,  las emulsiones se desestabilizan siguiendo diferentes 

procesos que se pueden dar de forma simultánea o secuencialmente. Dichos procesos 

son: sedimentación directa o inversa (cremado), floculación, coalescencia, y 

maduración de Ostwald (Taylor, 1998). La Figura 1.10 muestra de manera esquemática 

estos procesos. 
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Figura 1.10. Representación esquemática de los procesos de inestabilidad de emulsiones. 

 

 

Sedimentación: Se produce como resultado de la diferencia en la densidad existente 

entre la fase continua y la fase dispersa de una emulsión. Si la densidad de la fase 

dispersa es inferior a la de la fase continua, la fase dispersa se concentra en la parte 

superior de la emulsión y el proceso se denomina cremado o sedimentación inversa. 

En los procesos de sedimentación, el tamaño de gota no varía y es posible revertir el 

proceso mediante agitación. La velocidad de sedimentación, asumiendo que las gotas 

son esféricas y monodispersas, se puede expresar mediante la ley de Stokes: 

Cremado 

Emulsión 

O/W 

Maduración de Ostwald 

Floculación 

Coalescencia 

Coalescencia Coalescencia Maduración de Ostwald 
Coalescencia 

Separación de fases 
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donde vs es la velocidad de sedimentación, ρc es la densidad de la fase continua, ρd es 

la densidad de la fase dispersa, g es la aceleración de la gravedad, r el radio de las 

gotas, y η representa la viscosidad de la fase continua. Por tanto, es posible reducir la 

velocidad de sedimentación reduciendo el tamaño de gota de las emulsiones, 

igualando las densidades de las dos fases o aumentado la viscosidad de la fase 

continua. 

 

Floculación: Consiste en la agrupación de las gotas en forma de agregados. 

Las gotas agregadas no pierden su identidad ya que se encuentran separadas unas de 

las otras por la película interfacial y el proceso es reversible mediante agitación. La 

floculación es más importante para emulsiones diluidas que para las concentradas y 

aumenta con la polidispersidad de la emulsión. 

 

Coalescencia: Consiste en la unión de dos o más gotas de emulsión para formar una 

gota mayor. Este fenómeno, a diferencia de los dos anteriores es un proceso 

irreversible y conlleva la ruptura de la emulsión (Tadros, 1983). La probabilidad de que 

se produzca coalescencia debido a los encuentros entre dos gotas como consecuencia 

el movimiento browniano es casi despreciable. La coalescencia se produce en una capa 

de cremado o en un estado floculado en que el tiempo de contacto entre las gotas es 

mucho mayor, de manera que se produce una ruptura de la película interfacial.   

 

Maduración de Ostwald: Este fenómeno irreversible tiene lugar en emulsiones 

polidispersas y consiste en un aumento del tamaño de las gotas grandes en detrimento 

de las gotas pequeñas. Este fenómeno es debido a la diferente presión de Laplace 

entre las gotas grandes y las pequeñas, que provoca la rotura de las pequeñas y la 

difusión de su contenido hacia las gotas grandes que incrementan su tamaño. 
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Los tensioactivos son las moléculas más utilizadas en la formación y estabilización de 

emulsiones gracias a la habilidad que presentan para migrar y adsorberse en la 

interfase líquido-líquido reduciendo de esta manera la tensión interfacial. Los 

tensioactivos son moléculas formadas por dos partes bien diferenciadas, una parte 

lipófila y otra hidrófila, por lo que reciben el nombre de moléculas anfifílicas. En 

función del tipo de ion que forman en solución se pueden clasificar en: tensioactivos 

aniónicos, cuando la parte hidrófila se encuentra cargada negativamente; tensioactivos 

catiónicos, cuando la parte hidrófila se encuentra cargada positivamente; tensioactivos 

anfóteros, cuando la parte hidrófila está formada por un grupo aniónico y otro 

catiónico, que se ionizarán según el pH del medio; y  tensioactivos no iónicos, cuando 

la parte hidrófila no se encuentra ionizada. 

  

Los tensioactivos, aparte de tener actividad superficial, poseen la capacidad de 

autoagregarse en solución a partir de una cierta concentración. Así, a partir de una 

concentración que se conoce como concentración micelar crítica (CMC), propia de 

cada tensioactivo, forman agregados espontáneamente. La CMC se identifica por 

cambios detectables en las propiedades físicas de las soluciones de tensioactivos como 

la tensión superficial, presión osmótica, conductividad eléctrica, etc. El tipo de 

agregados que formarán los tensioactivos en solución se puede predecir mediante el 

número correspondiente al balance hidrófilo-lipófilo (HLB) y el parámetro de 

empaquetamiento crítico (CPP). El número HLB fue introducido por Griffin (Griffin, 

1949) y consiste en una clasificación de los tensioactivos en función del peso molecular 

relativo de su parte hidrófila y lipófila. Así, propuso una escala arbitraria con unos 

valores comprendidos entre 1-40. Los tensioactivos más hidrófilos tienen valores 

elevados del HLB (> 11) y podrían formar emulsiones O/W, mientras que los 

tensioactivos más lipófilos tienen un HLB comprendido entre 1 y 8 y podrían formar 

emulsiones W/O. Los tensioactivos con valores del HLB entre 8 y 11 denotan un 

equilibrio entre la parte hidrófila y lipófila. El parámetro de empaquetamiento crítico 

(CPP) (Israelachvili, 1976) permite predecir el tipo de agregado en función de la 

geometría del tensioactivo. La aplicación del número HLB y del CPP  para predecir los 

tipos de agregados que se formarán en un sistema presentan algunas limitaciones ya 
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que ambos parámetros derivan directamente de las propiedades estructurales de la 

molécula de tensioactivo y no tienen en cuenta las interacciones con el medio que le 

rodea. 

  

1.2.2. Formación, estabilidad y propiedades de las emulsiones 

altamente concentradas 

 
Las emulsiones altamente concentradas también conocidas en la literatura como 

HIPREs (high internal phase ratio emulsions) (Princen, 1983), o emulsiones-gel (Solans, 

1986), son emulsiones en las que la fracción de volumen de la fase dispersa es 

superior a 0,74, valor correspondiente al empaquetamiento máximo de esferas 

monodispersas. Un empaquetamiento superior a 0,74 se logra si las gotas son 

poliédricas y/o monodispersas. El aspecto típico de las emulsiones altamente 

concentradas ya sean del tipo O/W o del tipo W/O es muestra en la Figura 1.11. 

 

 

 

 
 

Figura 1.11. Aspecto visual e imagen de microscpía óptica  de una emulsión altamente 

concentrada (Roig, 2016). 

 

 

Estas emulsiones presentan unas propiedades reológicas, estructurales y ópticas 

características debido a su alto contenido de fase dispersa. Tal y como se observa en la 

figura precedente, su estructura consiste en un empaquetamiento de gotas en 

forma poliédrica separadas por una fina capa de fase continua que puede tener, a la 
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vez, una estructura de microemulsión o de cristal líquido (Kunieda, 1987; Solans, 

2004). Dependiendo de la fracción de volumen de la fase dispersa, temperatura, etc, 

su comportamiento reológico puede pasar de un comportamiento elástico a uno 

viscoelástico (Pons, 1993). En cuanto a su aspecto, éstas suelen ser opacas, aunque 

también pueden ser transparentes o translúcidas en función de la diferencia en el 

índice de refracción entre la fase interna y la externa (Rodríguez, 2000). Las emulsiones 

altamente concentradas presentan, generalmente, una elevada polidispersidad. 

Debido a sus propiedades,  las emulsiones altamente concentradas son de interés en 

un gran número de aplicaciones entre las que destacan las aplicaciones alimentarias, 

cosméticas y farmacéuticas (Calderó, 2012), especialmente como sistemas de 

liberación controlada de principios activos.  En los últimos años se ha descrito la 

utilización de emulsiones altamente concentradas como plantillas para la preparación 

de materiales porosos poliméricos (Ruckenstein, 1992; Williams, 1988). 

 

Las emulsiones altamente concentradas se pueden preparar tanto con tensioactivos 

iónicos como no iónicos). Los más utilizados son los tensioactivos no iónicos etoxilados 

lineales del tipo CmEn (siendo m el número de carbonos en la cadena lipófila y n, el 

número de óxidos de etileno). Estos tensioactivos tienen distintos números HLB en 

función de los valores de m y n, y permiten la formación de emulsiones de fase externa 

acuosa (O/W) y de fase externa oleosa (W/O) (Kunieda, 1987; Solans, 1988; Kunieda, 

1990). Otros tensioactivos no iónicos que también se utilizan con frecuencia son los 

ésteres de ácidos grasos y el sorbitano (SPAN®) (Chen, 1990), y también los 

tensioactivos poliméricos (Ganguly, 1992). Los componentes oleosos más utilizados 

son los hidrocarburos lineales o aromáticos, pero también los triglicéridos y los 

ésteres. En la formación de emulsiones altamente concentradas se consideran factores 

críticos la relación entre el tensioactivo y el componente oleoso y los métodos de 

preparación. 

  

El método convencional para la formación de emulsiones altamente concentradas es el 

de las adiciones sucesivas. Este método consiste en la adición gota a gota de la fase 

dispersa sobre la fase continua bajo agitación (Lissant, 1966). En muchos casos es 

importante que esta adición se produzca en pequeñas cantidades para que la emulsión 
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no se desestabilice antes de llegar a la concentración de fase dispersa correspondiente 

a la de una emulsión altamente concentrada. El tamaño de las gotas y la 

polidispersidad de las emulsiones altamente concentradas que resultan de la 

aplicación de este método, dependen de la energía de agitación utilizada en su 

formación (Capdevila, 2010). Otra manera de preparar emulsiones altamente 

concentradas es mediante el método de emulsión múltiple, que consiste en pesar y 

mezclar todos los componentes de la emulsión, agitando enérgicamente la mezcla a 

temperatura controlada. Las emulsiones altamente concentradas se forman a partir de 

emulsiones múltiples O/W/O o W/O/W, en las que la fase externa  pasa a ser la fase 

interna durante la emulsificación (Kunieda, 1987). Los métodos descritos se pueden 

considerar métodos de alta energía; no obstante, también se pueden obtener 

emulsiones altamente concentradas mediante el método PIT (Phase Inversion 

Temperature) (Shinoda, 1968), que es un método de baja energía. Este método se basa 

en el cambio de la solubilidad de los tensioactivos no iónicos etoxilados con la 

temperatura; de este modo, es posible obtener una emulsión altamente concentrada 

del tipo W/O de manera espontánea desde una solución micelar o microemulsión del 

tipo O/W mediante un aumento rápido de la temperatura (Pons, 1994; Kunieda, 1996). 

Una emulsión altamente concentrada del tipo O/W se obtendría de la misma manera 

pero partiendo de una microemulsión del tipo W/O mediante una disminución de la 

temperatura (Ozawa, 1997). 

 

Las emulsiones altamente concentradas, como cualquier otro tipo de emulsiones, son 

sistemas termodinámicamente inestables y siempre se acabarán separando en las dos 

fases inmiscibles que las forman. De todos modos, estos sistemas pueden tener 

estabilidad cinética, cierta estabilidad a lo largo del tiempo, en función de su 

composición (Pons, 1994), la temperatura (Kunieda, 1987), o la fracción de volumen de 

la fase dispersa. Otro aspecto importante en referencia a la estabilidad de las 

emulsiones altamente concentradas es la naturaleza del aceite que constituye la fase 

oleosa. Así, cuanto mayor sea la energía libre interfacial entre la fase oleosa y la fase 

acuosa que constituyen la emulsión altamente concentrada mayor será su estabilidad 

cinética (Chen, 1990). También se ha estudiado el efecto de la presencia de electrolitos 

en la estabilidad de emulsiones W/O, ya que su presencia provoca un aumento en la 
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absorción de tensioactivo en la interfase agua/aceite de modo que se produce una 

disminución de la tensión interfacial aumentando la estabilidad (Aronson, 1993). Los 

electrolitos más eficaces en la estabilización de emulsiones altamente concentradas 

W/O son los que producen un mayor efecto “salting out”, es decir, los que disminuyen 

la solubilidad del tensioactivo deshidratando las cabezas polares de los tensioactivos 

no iónicos etoxilados (Kunieda, 1989). 

 

1.2.3. Las emulsiones altamente concentradas como medios de 
difusión de principios activos 
 
Las características estructurales, reológicas y ópticas de las emulsiones altamente 

concentradas, tanto de tipo W/O como O/W, permiten considerarlas como vehículos 

adecuados para la liberación de fármacos. El conocimiento y el control de la difusión 

molecular en emulsiones altamente concentradas  pueden proporcionar una 

información fundamental para el diseño y aplicación de nuevas formas de dosificación 

de principios activos (Calderó, 2000; Rocca, 1999; Calderó, 2010), en el diseño racional 

de materiales inteligentes blandos y duros (Esquena, 2003; Maekawa, 2003; Busby, 

2002), para mejorar la estabilidad química y coloidal de las emulsiones altamente 

concentradas (Nielsen, 2004), en  procesos de desemulsificación (Guimaraes, 2010) o 

incluso para el conocimiento de aspectos estructurales (Malmborg, 2003). Aunque la 

liberación de principios activos se ha estudiado ampliamente en sistemas coloidales 

como emulsiones múltiples, nanopartículas, nano-emulsiones, microemulsiones, 

hidrogeles, etc., la difusión en emulsiones altamente concentradas no se ha estudiado 

en profundidad, a pesar de sus características únicas en cuanto a la 

compartimentación en diferentes escalas de longitud, con dominios hidrófilos e 

hidrófobos, y la elevada proporción de fase interna. En este sentido, cabe destacar los 

estudios sistemáticos realizados con principios activos farmacéuticos o cosméticos 

incorporados en sistemas modelo que, aunque no son de aplicación práctica, 

proporcionan una valiosa información científica. En los últimos años, se han realizado 

estudios de difusión en emulsiones altamente concentradas  con componentes 

apropiados para el campo de aplicación propuesto (Calderó, 2010). Se han estudiado 

aspectos relacionados con la composición química de las emulsiones, tales como la 
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influencia de la fracción de fase dispersa (Calderó, 1997), el tipo y la concentración de 

tensioactivo (Calderó, 1998; Babak, 2003), la fuerza iónica de la fase dispersa acuosa 

(Calderó, 1997), etc. Estos estudios demostraron el papel clave de la película 

interfacial, así como el coeficiente de reparto de la molécula que difunde entre la fase 

continua y la fase dispersa. Las investigaciones realizadas en los años noventa 

principalmente en emulsiones altamente concentradas W/O (Calderó 1997, 1998, 

2000) han permitido proponer un mecanismo de liberación (Figura 1.12), que consta 

de dos etapas simultáneas: el paso de la molécula de difusión a través de la película 

interfacial de la fase dispersa, y la difusión en la fase continua. 

 

 

 

 
 
Figura 1.12 Representación esquemática de la localización de las moléculas activas durante el 

proceso de difusión en emulsiones altamente concentradas (Calderó, 2012). 

 

 

El paso a través de la película interfacial fue identificado como la etapa limitante. 

Cuanto mayor sea la concentración de la molécula que difunde en la fase continua, 

más rápida es la difusión. Además, el transporte de un fármaco modelo (ácido 

mandélico) en la fase continua se explicó en términos de transporte micelar, difusión 

de especies no ionizadas del fármaco en la fase continua y también  transporte de 

fármaco unido a monómeros de tensioactivo (Calderó, 2000). Además, se han 
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propuesto modelos matemáticos para describir y predecir la liberación de activos 

desde emulsiones altamente concentradas (Pons, 1996; Rocca, 1999; Babak, 2003; 

Llinàs, 2013). 

 

Todavía quedan aspectos importantes relacionados con la liberación de fármacos 

desde emulsiones altamente concentradas que merecen ser investigados, tales como 

el diseño de sistemas de liberación que respondan a estímulos, la absorción de activos 

para fines de desintoxicación o de descontaminación, etc. En los últimos años ha 

habido un creciente interés por el uso de emulsiones altamente concentradas para la 

preparación de materiales, pero poca atención se ha centrado en la difusión, lo que 

podría mejorar la calidad y el rendimiento de los materiales obtenidos. Cabe destacar 

que la difusión molecular desde emulsiones altamente concentradas O/W ha sido 

menos estudiada en comparación con las emulsiones W/O. Además, el efecto de la 

nanoestructura en la fase continua y en la fase dispersa en la difusión molecular no se 

ha explorado suficientemente todavía. Los resultados obtenidos hasta el momento 

impulsando la investigación en esta Tesis doctoral. 

  
1.2.4. Las emulsiones altamente concentradas como plantilla 
para la preparación de materiales porosos y nanopartículas 
 
Una de las aplicaciones más novedosas de las emulsiones altamente concentradas ha 

sido su utilización como plantilla para la obtención de materiales altamente porosos, 

también denominados espumas sólidas. Dichos materiales se obtienen generalmente 

mediante reacciones de polimerización (Ruckenstein, 1988 y 1992; Esquena, 2003) que 

tienen lugar en la fase continua y/o en la fase dispersa de las emulsiones y pueden 

utilizarse como moldes para la obtención de materiales con porosidad dual macro y 

mesoporosa (Maekawa, 2003). En la obtención de materiales porosos mediante 

sistemas coloidales, se genera el sistema bifásico y generalmente la polimerización 

tiene lugar en la fase continua (Cameron, 2011). Las entidades coloidales sirven para 

formar la porosidad en el material y al final del proceso son eliminadas del sistema. 

Dependiendo de la naturaleza del sistema coloidal (emulsiones, microemulsiones, 

etc.), las tamaño de los poros generados puede ser de nanómetros hasta cientos de 
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micras. Si la polimerización tiene lugar en la fase dispersa, el material obtenido son 

micro- o nanopartículas. 

 
Los primeros estudios publicados sobre la obtención de materiales porosos a partir de 

emulsiones altamente concentradas (Bartl, 1962; Barby, 1982 y 1985) pusieron de 

manifiesto el gran potencial que presentaban este tipo de emulsiones. En la última 

década, las emulsiones altamente concentradas han sido ampliamente utilizadas para 

la obtención de materiales porosos con diferentes estructuras y se han preparado 

mediante una gran variedad de métodos. Una de las principales clasificaciones de 

estos tipos de materiales se basa en el tamaño de sus poros. Según la IUPAC (Sing, 

1985), los materiales macroporosos presentan tamaños de poro superiores a 50 nm, 

los mesoporosos tamaños de poro comprendidos entre 2 y 50 nm, y los materiales 

microporosos tienen tamaños de poro inferiores a 2 nm. Las primeras investigaciones 

basadas en la obtención de materiales orgánicos macroporosos se centraron en el uso 

de polímeros orgánicos como el poliestireno y el divinilbenceno como agente 

entrecruzante (Esquena, 2003; Solans, 2003; Wong, 2013; Ceglia, 2014). A partir de 

estos resultados se utilizaron otros polímeros hidrófobos, como los acrilatos, para la 

obtención de materiales macroporosos a partir de emulsiones de tipo agua en aceite 

(W/O). 

 

La incorporación de monómeros o polímeros hidrófilos en la fase continua de 

emulsiones altamente concentradas también se ha estudiado en profundidad. En este 

caso las emulsiones utilizadas son emulsiones del tipo aceite en agua (O/W), de modo 

que la polimerización o el entrecruzamiento se produce en la fase continua de las 

emulsiones (Ruckenstein, 1988). Estos sistemas permiten incorporar polímeros 

solubles en agua, de origen natural y/o biocompatibles, tales como el quitosano, 

alginato o gelatina (Barbetta, 2005; Miras, 2013 y 2013b; Zhou, 2012 y 2013). 

 

En general, los procedimientos para la obtención de materiales porosos mediante 

emulsiones altamente concentradas tanto del tipo W/O como O/W se conocen como 

métodos de una etapa (Esquena, 2006), representados esquemáticamente en la Figura 

1.13.  
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Figura 1.13. Esquema de la preparación de espumas sólidas a partir de emulsiones altamente 

concentradas (Roig, 2016).   

 

 

En primer lugar, el monómero o el polímero pre-formado se disuelve en la fase 

continua y se va incorporando al sistema la fase dispersa bajo agitación. Una vez 

formada la emulsión altamente concentrada se procede a polimerizar el monómero o 

entrecruzar el polímero pre-formado que se encuentra en la fase continua. 

Finalmente, se extrae la fase dispersa de la emulsión y el material se seca obteniendo 

así una espuma sólida orgánica. Durante este proceso se producen pequeñas roturas 

en las paredes adyacentes que separan las gotas de la fase dispersa, creando una 

estructura bicontinua consistente en una porosidad interconectada dentro de un 

esqueleto de polímero que se encuentra en la fase continua (Silverstein, 2014). 

 
Los materiales, que se obtienen después de la extracción de la fase dispersa (las gotas 

de la emulsión original) poseen una morfología compleja. Suelen tener un tamaño de 
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poro superior a 1 micra de diámetro y se encuentran interconectados por las 

denominadas ventanas (poros interconectados). En la Figura 1.14 se muestra una 

imagen de microscopía electrónica (SEM) en la que se puede observar la estructura 

característica de las espumas sólidas. 

 

 

 

 

Figura 1.14. Imagen de microscopía electrónica (SEM) de un material poroso de poliestireno 

obtenido a partir de una emulsión altamente concentrada (Barbetta, 2004).   

 

 

Las espumas sólidas se caracterizan por tener una densidad muy baja, normalmente 

inferior a 0,1 g/cm3 (Cameron, 1997), e incluso pueden llegar a densidades inferiores a 

0,01 g/cm3 debido a una elevada interconectividad de poros (Richez, 2005). 

Generalmente, el tamaño de poro se encuentra entre 5 µm y 100 µm, mientras que el 

volumen total suele ser superior a 10 cm3/g. Aunque la morfología de estos materiales 

presenta una elevada porosidad e interconectividad, el tamaño relativamente grande 

de los poros se traduce en una superficie específica no demasiado elevada, con valores 

comprendidos entre 3-20 m2/g (Hainey, 1991), aunque también hay materiales con 

unos valores de superficie específica superiores a 700 m2/g (Cameron, 2005).   

 
Debido a las características únicas que presentan las espumas sólidas junto con su 

naturaleza altamente interconectada, hacen que estos materiales tengan un gran 

número de aplicaciones en el campo de la ciencia de materiales.  Su gran 

Poros 

Ventanas 
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interconectividad permite una fácil difusión de fluido a través de su interior y al 

tratarse de materiales que presentan una elevada superficie específica también 

puedan utilizarse como medios de separación. En función de la afinidad de las 

moléculas con las paredes de la espuma sólida (funcionalizadas o no), éstas pueden 

quedar retenidas en su interior.  La estructura porosa que presentan las espumas 

sólidas obtenidas a partir de emulsiones altamente concentradas es similar a la 

estructura interna del tejido óseo y se ha estudiado  su uso en aplicaciones biológicas y 

biomédicas. Para ello deben estar constituidas por polímeros biocompatibles y 

biodegradables. Estos materiales se han utilizado en ingeniería de tejidos como 

injertos óseos (Moglia, 2011), y también como sustrato para la diferenciación y 

crecimiento celular: espumas sólidas constituidas de poliésteres tales como la poli (ε-

caprolactona) han demostrado su eficacia como sustrato para el crecimiento de 

fibroblastos (Busby, 2001). Otra utilidad de las espumas sólidas en aplicaciones 

biomédicas es como sistemas de liberación de fármacos, habiéndose investigado para 

la administración de fármacos de bajo peso molecular, lográndose una liberación 

sostenida (Canal, 2012). 

 

1.3. Nano-emulsiones 

 
1.3.1. Formación, estabilidad y propiedades de las nano-
emulsiones 
 
Las nano-emulsiones son emulsiones con tamaño de gota en la escala nanométrica 

(normalmente entre 20 y 200 nm) (Solans, 2005). También se denominan 

miniemulsiones (El-Aasser, 2004), emulsiones ultrafinas (Nakajima, 1997) o emulsiones 

submicrométricas (Amselem, 1998).  Debido a su tamaño característico, las nano-

emulsiones tienen un aspecto transparente o translúcido a simple vista (Figura 1.15) y 

poseen estabilidad frente a la sedimentación o cremado. Estas propiedades hacen que 

las nano-emulsiones presenten un gran interés para investigaciones básicas y también 

para aplicaciones prácticas en el ámbito químico, farmacéutico, cosmético, etc. Las 

investigación sobre nano-emulsiones de aceite en agua (O/W) se inició hace algunos 

años  (Amselem, 1998; Solans, 2002; Antonietti, 2002; Asua, 2002; El-Aasser, 2004; 
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Tadros, 2004), especialmente como nanoreactores para la polimerización (El-Aasser, 

1997; Antonietti, 2002; Asua, 2002). Las nano emulsiones de agua en aceite (W/O) se 

describieron por primera vez más recientemente (Landfester, 2000; Usón, 2004) y no 

han sido estudiadas en profundidad hasta el momento actual. Ambos tipos de nano-

emulsiones han experimentado un notable desarrollo tal como se refleja en 

numerosas publicaciones y patentes.   

 

 

 

 

Figura 1.15. Aspecto de una nano-emulsión (izquierda) y una macro-emulsión (derecha), con 

diámetros de gota de 35 nm y 1 µm, respectivamente (Solans, 2005). 

 . 

 

Las nano-emulsiones son estables a la sedimentación y al cremado, debido a que por 

su pequeño tamaño de gota el movimiento browniano supera a la fuerza de gravedad 

a la que están sometidas las gotas. Sin embargo, son sistemas termodinámicamente 

inestables y sufren desestabilización por floculación, coalescencia y/o maduración de 

Ostwald, siendo este último el principal proceso de inestabilidad de nano-emulsiones 

(Tadros, 2004). Como se ha indicado anteriormente, la maduración de Ostwald 

consiste en la difusión de las moléculas de la fase dispersa desde las gotas pequeñas a 
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las gotas grandes, a través de la fase continua, como consecuencia de su diferente 

presión Laplace. Sin embargo, con la selección apropiada de los componentes del 

sistema, la composición y el método de preparación, se pueden obtener nano-

emulsiones con elevada estabilidad cinética (Solans, 2005). Las nano-emulsiones 

presentan algunas ventajas con respecto a las microemulsiones (que son sistemas 

termodinámicamente estables), ya que la concentración de tensioactivo necesario 

para la formación de nano-emulsiones es inferior (Solans, 2002).  

 

Las nano-emulsiones, por ser sistemas termodinámicamente inestables, requieren un 

aporte de energía para su formación. Esta energía  puede ser externa (métodos de 

formación por dispersión o de alta energía) o interna (métodos de formación por 

condensación o de baja energía). La preparación de nano-emulsiones por métodos de 

alta energía es bastante sencilla y como mayor es el aporte de energía, menor es el 

tamaño de gota obtenido. Sin embargo, para generar gotas de tamaño nanométrico se 

requiere la aplicación de una energía muy alta que sólo puede conseguirse mediante 

equipos específicos tales como sistemas de rotor-estator, homogeneizadores de alta 

presión o generadores de ultrasonidos Recientemente se han desarrollado métodos de 

alta energía, basados en membranas o en microfluídica, que permiten obtener 

tamaños de gota monodispersos y con un consumo de energía menor (Joscelyne, 

2000; Koroleva, 2012).Con los métodos de baja energía, se utiliza la energía intrínseca 

de los componentes de la emulsión que se libera durante el proceso de emulsificación 

(Solans, 2012). Estos métodos de baja energía tienen un gran interés en investigación y 

también  industrial, ya que generalmente permiten lograr tamaños de gota más 

pequeños y homogéneos que los que se consiguen con métodos de alta energía y no 

se requieren equipos complejos. Además, los métodos de baja energía son más 

adecuados para fármacos y macromoléculas lábiles, tales como proteínas y ácidos 

nucleicos, ya que se pueden preparar emulsiones en condiciones suaves de 

temperatura. 

 

Entre los métodos de emulsificación de baja energía (Solans, 2012), cabe destacar los 

denominados métodos de “inversión de fase” en los que se produce una inversión 

espontánea de la curvatura de la película de tensioactivo, pasando de curvatura 



 53 

  

negativa a positiva o viceversa (para obtener emulsiones O/W o W/O, 

respectivamente).  La inversión de fases puede ser activada por la temperatura, en el 

método de la temperatura de inversión de fase (PIT, Phase Inversion Temperature) 

(Shinoda, 1968), o por un cambio en la composición a temperatura constante, en el 

método de la inversión de fases por la composición (PIC, Phase Inversion Composition)  

(Forgiarini, 2001). Otros métodos de baja energía son los denominados métodos de 

“auto-emulsificación” o “emulsificación espontánea”, en los que la emulsificación se 

produce sin la inversión de fases y a temperatura constante (Miller, 1988). En dichos 

método tiene lugar una rápida difusión de tensioactivo y/o moléculas de disolvente de 

la fase dispersa a la fase continua. 

   

El conocimiento del comportamiento fásico de los sistemas tensioactivos es muy 

importante en los métodos de baja energía, ya que las fases que intervienen en el 

proceso de emulsificación desempeñan un papel clave para obtener nano-emulsiones 

con tamaño de gota mínimo y baja polidispersidad. En los métodos de inversión de 

fase, las transiciones a través de estructuras que tienen una película de tensioactivo 

con una curvatura cero (por ejemplo microemulsiones bicontinuas o fases cristalinas 

líquidas laminares) son los que determinan la formación de las nano-emulsiones 

(Morales, 2003; Izquierdo, 2004; Sadurní, 2005). Sin embargo, hay que señalar que la 

cinética del proceso de emulsificación pueden jugar también un papel en las 

propiedades de las nano-emulsiones resultantes especialmente cuando fases 

cristalinas líquidas hexagonales o cúbicas (de alta viscosidad) están presentes en algún 

paso del proceso de emulsificación (Solans, 2012). 

 

1.3.2. Aplicaciones farmacéuticas de las nano-emulsiones 
 
Las nano-emulsiones presentan unas propiedades de gran interés para su aplicación en 

la industria farmacéutica, tales como el pequeño tamaño de gota, la transparencia 

óptica, la posibilidad de formarse con bajas concentraciones de tensioactivo en 

comparación con las microemulsiones, su estabilidad cinética y la posibilidad de 

controlar el tamaño de gota. Se han investigado como sistemas de liberación 

controlada de fármacos por distintas vías de administración: parenteral, oral, nasal, 
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oftálmica, cutánea y transdérmica (García-Celma, 2016). También se han utilizado  

como nuevos sistemas de liberación de fármacos para principios activos  de origen 

biológico (Huang, 2009; Sikora, 2015) y materiales genéticos (Liu and Yu, 2010). El 

pequeño tamaño de las gotas de las nano-emulsiones puede favorecer una mejor 

absorción del fármaco y la vectorización. En comparación a las emulsiones 

convencionales pueden aumentar la biodisponibilidad de algunos fármacos, 

disminuyendo las dosis administradas y reduciendo de este modo los efectos adversos.   

Las ventajas de las nano-emulsiones incluyen una mayor solubilización del principio 

activo, baja toxicidad, mejor actividad farmacológica (por incremento de la absorción), 

mayor estabilidad y protección de la degradación física y química (DeCampos, 2012; 

Sutradhar, 2013). Actualmente se están llevando a cabo numerosos estudios y ensayos 

clínicos con nano-emulsiones (Jain, 2011).   

 

En los últimos años se han desarrollado nano-emulsiones como plantillas para la 

preparación de nanopartículas para la administración de fármacos, especialmente 

nanopartículas de naturaleza polimérica (Antonietti, 2002; Morral-Ruíz, 2013) y lipídica 

(Anton, 2008). Ejemplos destacables de preparación de nanopartículas a partir de 

nano-emulsiones son las nanopartículas de un polímero preformado como el PLGA con 

el fármaco loperamida, adecuadas para ser administradas por vía intravenosa y 

capaces de atravesar la barrera hematoencefálica (Fornaguera, 2015). También se han 

obtenido nanopartículas de etilcelulosa a partir de nano-emulsiones para la 

vehiculazión de dexametasona (Calderó 2016). Se prepararon nanopartículas de 

poliuretano y poliurea, convenientemente funcionalizadas con polietilenglicol o lisina a 

partir de nano-emulsiones O/W mediante un proceso de policondensación interfacial 

(Morral-Ruíz, 2012). En la Figura 1.16 se puede observar el proceso de formación de las 

nanopartículas de poliuretano y poliurea mediante polimerización interfacial de 

monómeros de diisocianato a partir de las nano-emulsiones. Dichas partículas 

permitieron la vectorización de fármacos antineoplásicos y plásmidos (Morral-Ruíz, 

2013 y 2015).   
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Figura 1.16. Aspecto visual (a) y distribución de tamaño de partícula en función del tiempo de 

una muestra del sistema agua/PEG 400/ polisorbato 80/ triglicérido de cadena 

media/diisocianato a 70ºC durante 4 horas (Morral-Ruíz, 2012). 

 

 

También cabe destacar la preparación de nanocápsulas como nanotransportadores de 

un fotosensibilizador utilizado en terapia fotodinámica (Bazylinska, 2012). Estas 

nanocápsulas se prepararon por el método de adsorción LbL (layer-by-layer) de 

polielectrolitos de cargas opuestas usando como plantilla una nano-emulsión. 

 

La formación de matrices poliméricas con componentes biocompatibles basadas en 

nano-emulsiones para la administración de fármacos y biomoléculas por vía tópica y 

sistémica ofrece grandes posibilidades para la industria farmacéutica. Las 

nanopartículas obtenidas a partir de nano-emulsiones permiten controlar el tamaño y 

la polidispersidad y se pueden considerar biomateriales adecuados para terapia y 

diagnóstico en medios biológicos complejos. 
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 

 
El alginato es un polímero aniónico ampliamente utilizado en aplicaciones 

farmacéuticas y biomédicas, tal como se ha descrito en la introducción de la Tesis 

Doctoral. En los últimos años se han investigado nuevas aplicaciones del alginato para 

la encapsulación de fármacos y moléculas bioactivas y para su liberación controlada, 

así como para el desarrollo de nuevas estructuras en ingeniería de tejidos basadas en 

este polímero. El creciente interés del alginato  para aplicaciones farmacéuticas y 

biomédicas es consecuencia de sus propiedades características como la ausencia de 

toxicidad, biodegradabilidad, precio asequible y fácil disponibilidad, biocompatibilidad, 

propiedades mucoadhesivas, ausencia de inmunogeneicidad y facilidad de gelificar en 

presencia de cationes (Paques, 2014). Entre las aplicaciones más destacadas en los 

últimos años destacan los estudios de formación de micro y nanopartículas de alginato 

sólo o en combinación con otros polímeros como el quitosano. La mayoría de las 

partículas de alginato descritas en la bibliografía han sido preparadas por métodos de 

complejación con policationes o por formación de emulsiones de fase externa oleosa 

con la gelificación de las gotas de alginato de la emulsión. Las ventajas de la 

preparación de nanopartículas de alginato son la posibilidad de formación en 

condiciones suaves y la utilización de medio acuoso, debido a la solubilidad del 

alginato en agua, en contraposición con otros polímeros biocompatibles ampliamente 

utilizados como el PLGA, que requieren la presencia de solventes orgánicos y su 

posterior eliminación para la formación de nanopartículas. Estas ventajas del alginato 

lo constituyen un polímero idóneo para la encapsulación de material sensible 

(fármacos, proteínas, células, etc.)  y para su utilización en farmacia, biomedicina y 

también en alimentación. Sin embargo, algunos objetivos de la preparación de 

nanopartículas por métodos sostenibles que todavía no se han alcanzado son el 

control exhaustivo del tamaño de partícula, la estabilidad mecánica y quimica, la 

posibilidad de escalado industrial y la citotoxicidad de las partículas obtenidas en 

relación a sus posibles aplicaciones. 
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Los objetivos de esta Tesis Doctoral se han planteado con la finalidad de desarrollar 

nuevas formas de dosificación de fármacos basadas en alginato. Teniendo en cuenta 

las propiedades del alginato y los estudios publicados sobre gelificación y formación de 

nanopartículas, se ha pretendido utilizar sistemas tensioactivos nanoestructurados, 

tales como las emulsiones altamente concentradas (HIPRE) y las nano-emulsiones, 

como plantilla para la obtención de materiales porosos y nanopartículas de alginato, 

que permitan la incorporación y la liberación controlada de fármacos y que también 

puedan ser de utilidad en ingeniería biomédica. La utilización de las emulsiones como 

plantilla permitiría un mejor control del tamaño de partícula de los materiales 

formados. La correcta selección de los aceites y tensioactivos y la emulsificación por 

métodos de baja energía permitiría la obtención de materiales biocompatibles por 

métodos escalables industrialmente y sostenibles. 

 

El objetivo general de la Tesis Doctoral es la formación y caracterización de 

nanosistemas terapéuticos que contienen alginato, con la finalidad de desarrollar 

nuevos sistemas de liberación controlada de fármacos. 

 

Este objetivo general se concreta en los siguientes objetivos específicos: 

 Formación y caracterización de emulsiones altamente concentradas que 

contengan alginato cálcico y otros componentes biocompatibles. 

 Formación y caracterización de nano-emulsiones que contengan alginato 

cálcico y otros componentes biocompatibles. 

 Formación y caracterización de materiales porosos y nanopartículas, utilizando 

como plantilla emulsiones altamente concentradas y nano-emulsiones. 

 Estudio de la incorporación y liberación de fármacos en los sistemas 

desarrollados. 

 

El plan de trabajo que se ha desarrollado para alcanzar los objetivos planteados ha sido 

el siguiente: 

 Búsqueda bibliográfica sobre sistemas tensioactivos nanoestructurados y 

propiedades y aplicaciones biomédicas del alginato. 
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 Selección de los sistemas tensioactivos nanoestructurados más adecuados para 

ser utilizados como plantilla para la obtención de nanosistemas de liberación 

de fármacos que contengan alginato. 

 Selección de los componentes de las formulaciones de emulsiones altamente 

concentradas y nano-emulsiones, teniendo en cuenta su biocompatibilidad y 

las posibles vías de administración. Selección de principios activos modelo, 

según sus propiedades físico-químicas. 

 Selección del método y la concentración de alginato sódico y cloruro cálcico 

más adecuados para lograr la reticulación iónica del alginato y posibilitar su 

posterior incorporación a emulsiones altamente concentradas y nano-

emulsiones. 

 Selección de sistemas tensioactivos que permitan la formación de emulsiones 

altamente concentradas y estudio de la incorporación de alginato. 

Caracterización de las emulsiones altamente concentradas por técnicas de 

microscopía óptica y electrónica. Estudio de propiedades reológicas y 

estabilidad de las emulsiones altamente concentradas.  

 Selección de sistemas tensioactivos que permitan la formación de nano-

emulsiones y estudio de la incorporación de alginato.  Caracterización de los 

sistemas por técnicas de difusión dinámica de la luz láser (DLS) y microscopía 

electrónica y estudio de estabilidad. 

 Formación de materiales porosos y nanopartículas a partir de emulsiones 

altamente concentradas y nano-emulsiones. Caracterización de los materiales 

obtenidos por microscopía óptica y electrónica, DLS, porosimetría, etc. 

 Incorporación de fármacos modelo de lipofilia e hidrofilia (ketoprofeno y 

clorhidrato de clindamicina) a las formulaciones seleccionadas. Puesta a punto 

de métodos de determinación cuantitativa de los principios activos. Estudios de 

cinéticas liberación de los mismos a soluciones receptoras.  

 Interpretación de los resultados obtenidos y elaboración de conclusiones. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1. Materiales   

 

3.1.1. Principios activos: 

Se seleccionaron los principios activos ketoprofeno y clorhidrato de clindamicina para 

ser incorporados a emulsiones basadas en alginato. Las propiedades características de 

dichos principios activos se describen brevemente a continuación. 

 

Ketoprofeno   

(FAGRON) (CAS 22071-15-4)  

El ketoprofeno [ácido (R, S) 2-(3- benzoilfenil) propiónico] (Figura 3.1.)  es un principio 

activo que pertenece al grupo de los anti-inflamatorios no esteroidales (NSAIDs), 

ampliamente utilizado para el tratamiento de la inflamación, del dolor y reumatismo.  

Su peso molecular es 254 g·mol-1 y se presenta como un polvo cristalino blanco o casi 

blanco, prácticamente insoluble en agua y fácilmente soluble en alcohol, acetona y 

diclorometano. Actúa inhibiendo la producción corporal de prostaglandina con la 

inhibición reversible del enzima COX-2, responsable de esta síntesis a partir del ácido 

araquidónico (Kantor, 1986).  

  

O

CH3

O OH

 

            Figura 3.1. Estructura química de ketoprofeno.  
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El ketoprofeno, como muchos NSAIDs, produce efectos adversos como úlceras 

gastrointestinales, disminución del recuento de glóbulos rojos (resultado de 

hemorragia gastrointestinal) y, con menor frecuencia, dolor renal, pérdida de 

proteínas y transtornos hemorrágicos (Sweetman, 2011). Dichos efectos secundarios 

podrían minimizarse transformando las formas convencionales de dosificación en 

sistemas de liberación de fármacos capaces de mejorar la biodisponibilidad. La corta 

semivida biológica (t1/2= 2,1 h) y la alta frecuencia de dosificación (2-4 veces diarias) 

incrementan los riesgos por el uso prolongado en los tratamientos de enfermedades 

osteoarticulares (Arvidson, 1994). Por esta razón el ketoprofeno es un principio activo 

adecuado para desarrollar medicamentos de liberación controlada, capaces de ir 

liberando el fármaco de manera sostenida, disminuyendo la incidencia de 

determinados efectos adversos (Del Gaudio, 2009).   El diseño de formas farmacéuticas 

que liberan el principio activo de manera sostenida o retardada ha demostrado una 

reducción de efectos secundarios de los NSAIDs con la consecuente mejora en el 

bienestar y la calidad de vida de los pacientes (Del Gaudio, 2009).   

     

Entre los estudios realizados con formas de liberación controlada de ketoprofeno en 

los últimos años, cabe destacar las que se detallan a continuación. Podlogar y 

colaboradores estudiaron en 2005 la liberación de ketoprofeno como fármaco modelo 

desde microemulsiones en formulaciones en las cuales el porcentaje de tensioactivo y 

co-tensioactivo superaban el 80% y se llegó a demostrar que existía una fuerte 

interacción entre el fármaco y los componentes de la microemulsión (Podlogar, 2005). 

Otros estudios lograron establecer la mejora de la permeación del ketoprofeno en 

nano-emulsiones de ésteres de aceite de palma en presencia de 3% de limoneno a 

través de piel de rata sin mayores problemas de irritación cutánea (Sakeena, 2010). Se 

ha descrito la formación de perlas de alginato cargadas con ketoprofeno obtenido por 

boquilla vibratoria inyectando una suspensión de ketoprofeno-alginato a través de una 

boquilla de 400 micras de diámetro (Auriemma, 2011). Algunos autores han utilizado 

el catión Zn2+ como reticulante junto con el alginato en  formulaciones con 

ketoprofeno en lugar del Ca2+ observándose una posible potenciación de las 

propiedades antiinflamatorias del fármaco en animales de experimentación atribuida a 

la presencia de antioxidantes en la formulación  (Gawel, 2013; Abbas, 2014). 
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Las formas de dosificación de ketoprofeno comercializadas en España son cápsulas 

orales (50 mg/cápsula) y geles tópicos (2,5%), inyectables (50 mg/ml) y comprimidos 

de liberación modificada (200 mg/comprimido) (www.aemps.gob.es Web de la 

Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios).  

 

En esta tesis doctoral se ha seleccionado ketoprofeno, como principio activo, por sus 

propiedades físico-químicas (peso molecular y solubilidad) y por sus posibilidades para 

desarrollar formas farmacéuticas de liberación controlada basadas en alginato para el 

tratamiento de enfermedades osteoarticulares.  

 
Clorhidrato de clindamicina 

(FAGRON) (CAS 21462-39-5) 

La clindamicina  (Figura 3.2.) es un antibiótico del grupo de las lincosaminas, de 

espectro bacteriano medio. Su mecanismo de acción se basa en que se une a la 

subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la síntesis proteica. Es un derivado 

semi-sintético de la lincomicina, de la que difiere estructuralmente por la sustitución 

de un átomo de cloro por un grupo hidroxilo y la inversión del carbono en la posición 7 

involucrado (Sarfaraz, 2004).  Posee actividad bacteriostática frente a microorganismos 

gram positivos aerobios y anaerobios y a elevadas concentraciones también tiene 

acción bactericida. La clindamicina es activa contra la mayoría de cocos gram positivos 

aeróbicos, incluidos estafilococos, estreptococos pneumoniae y también es eficaz 

contra microorganismos gram positivos y negativos aerobios como: actinomices, 

Bacteroides fragilis, Clostridium perfrigens, fusobacterium y algunas cepas de 

Haemophilus influenzae y Neisseria gonorrhoeae. Se utiliza para el tratamiento de 

infecciones de la piel  y tejidos blandos así como en infecciones de pie diabético. Es 

más eficaz que lincomicina, se absorbe mejor (Cooperación Técnica Belga, 2008) y 

tiene un espectro antibacteriano similar (www.med.javeriana.edu.co). La clindamicina 

está considerado dentro de los medicamentos esenciales a nivel mundial según la lista 

de medicinas esenciales de abril del 2015 de la OMS  es decir un medicamento dentro 

del cuidado básico de la salud (WHO, 2015).   

http://www.aemps.gob.es/
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Figura 3.2. Estructura de clindamicina. 

 

  

En preparaciones farmacéuticas se suele utilizar el fosfato y el clorhidrato de 

clindamicina.  El clorhidrato de clindamicina, C18H33ClN2O5S·HCl, es un polvo cristalino 

blanco o casi blanco, con un peso molecular  de 461.44 g·mol-1, muy soluble en agua, 

soluble en metanol y ligeramente soluble en etanol (Sweetman, 2011).  Posee un pKa 

de 7,6 y presenta un máximo de absorción de la radiación ultravioleta de 210 nm 

(Harvey, 1980).  Cuando se administra por vía oral, el 90% de la dosis se absorbe en el 

tubo digestivo, alcanzándose concentraciones de 2-3 μg/ml en el plazo de 1 hora 

después de la administración de una dosis de 150 mg. Se une a proteínas plasmáticas y 

se distribuye ampliamente en fluidos y tejidos corporales. En forma tópica se usa para 

tratar el acné vulgar. En España el clorhidrato de clindamicina está comercializado en 

forma de inyectable (150 mg/ml), cápsulas orales (150-300 mg/cápsula), óvulos 

vaginales (100 mg/óvulo) y soluciones, cremas y geles tópicos (1-2%) 

(www.aemps.gob.es Web de la Agencia Española de Medicamentos y Productos 

Sanitarios) 

 

En esta tesis doctoral se ha seleccionado clorhidrato de clindamicina, como principio 

activo, por sus propiedades físico-químicas (peso molecular y solubilidad) y por sus 

posibilidades para desarrollar formes farmacéuticas de liberación controlada basadas 

en alginato para el tratamiento de infecciones tópicas y sistémicas.  

 

http://www.aemps.gob.es/
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3.1.2. Excipientes: 

Para preparar soluciones coloidales, hidrogeles, emulsiones altamente concentradas, 

nano-emulsiones, materiales porosos y nanopartículas, se utilizaron excipientes 

diversos (polímeros, tensioactivos, componentes oleosos, componentes acuosos, etc.), 

cuyas características técnicas se especifican a continuación. 

 

3.1.2.1. Biopolímero y agentes de reticulación y estabilización 

 

Alginato de sodio   

(Sigma Aldrich) (CAS 9005-38-3) 

Sal sódica de ácido algínico de viscosidad media (peso molecular: 80.000 – 120.000 

g/mol, viscosidad ≥ 2000 cP), procedente de algas pardas. Contiene aproximadamente 

un 61% de ácido manurónico y un 39% de ácido gulurónico. 

 

Cloruro de calcio   

(Sigma Aldrich) (CAS 10043-52-4) 

La solución de cloruro de calcio (CaCl2)  1M se utilizó como agente reticulante del 

alginato sódico. 

  

Hidrobromuro de poli-L-lisina   

(Sigma Aldrich) (CAS 25988-63-0) 

Se utilizó como sustancia policatiónica para estabilizar partículas de alginato, según el 

método propuesto por Rajaonarivony (Rajaonarivony, 1993). 
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3.1.2.2. Tensioactivos 

 

Cremophor EL   

(BASF) (CAS 61791-12-6) 

Tensioactivo no iónico, producto de la reacción entre un mol de aceite de ricino y 35 

moles de óxido de etileno. INCI name (Nomenclatura Internacional de Ingredientes 

Cosméticos): PEG-35 Castor Oil. 

 

Es un líquido oleoso, de color amarillo claro, transparente a temperaturas superiores a 

26ºC y con un olor característico (Rowe, 2012). Es soluble en agua y en etanol, dando 

lugar a soluciones transparentes. Su solubilidad en agua disminuye con la temperatura, 

dando lugar a soluciones acuosas turbias. También es soluble en solventes orgánicos 

como cloroformo y acetato de etilo. Presenta un HLB comprendido entre 12 y 14 y una 

concentración micelar crítica aproximadamente del 0,02%. Se utiliza frecuentemente 

en la industria farmacéutica en formulaciones orales, tópicas y parenterales, como 

emulgente y solubilizante. Se considera no tóxico ni irritante, pero a concentraciones 

elevadas puede dar lugar a reacciones de hipersensibilidad (BASF, 2006). 

 

Cremophor RH455   

(BASF) (CAS 61788-85-0, 57-55-6) 

Tensioactivo no iónico con la siguiente composición: 90% de Cremophor RH40 

(producto de la reacción entre un mol de glicérido y 40-45 moles de óxido de etileno), 

5% de 1,2-propilenglicol y 5% de agua. INCI name (Nomenclatura Internacional de 

Ingredientes Cosméticos): PEG-40 Hydrogenated Castor Oil (and) Propylene Glycol. 

 

Es un líquido viscoso y ligeramente turbio. En solución acuosa presenta un débil olor 

característico de estos productos. Se disuelve el agua, etanol, isopropanol y n-

propanol.  Su número HLB es 14 y se utiliza para la solubilización de aceites esenciales 

y sustancias con olor en soluciones hidroalcohólicas y acuosas y también como 

emulsionante. Es estable en soluciones hidroalcohólicas. También es estable en 
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soluciones acuosas. La presencia de ácidos o bases fuertes puede dar lugar a la 

saponificación de los ésteres (BASF, 2006). 

   

Cremophor WO7   

(BASF) (CAS 61788-85-0) 

Es un tensioactivo iónico resultante de la reacción entre el aceite de ricino 

hidrogenado y el óxido de etileno (7 moles). INCI name (Nomenclatura Internacional 

de Ingredientes Cosméticos): PEG-7 Hydrogenated Castor Oil. 

 

Es un líquido viscoso, turbio y ligeramente amarillento. Es insoluble en agua y 

dispersable en aceite de parafina. Su número HLB es 5±1  y tiene una tensión 

superficial de 34,2mN/m. Se utiliza para preparar emulsiones W/O para aplicación por 

vía tópica, como disolvente de principios activos lipófilos y como humectante. No es 

irritante de piel y mucosas. Se aconseja conservarlo protegido de la luz (BASF, 2006). 

  
3.1.2.3. Componentes oleosos 

 

Parafina líquida  

(FAGRON) (CAS 8042-47-5) 

La parafina líquida es una mezcla purificada de hidrocarburos saturados líquidos 

obtenidos a partir del petróleo. 

 

Es un líquido oleoso, incoloro y límpido. Es prácticamente insoluble en agua, poco 

soluble en etanol y miscible en hidrocarburos. Tiene una densidad de 0.83-0.89 g·mL-1 

a 20°C y una viscosidad de 0.11-0.23 Pa·s a 20°C. Es necesario conservarla en envases 

cerrados y protegidos de la luz. 

 

Por vía tópica presenta propiedades emolientes. Se utiliza en la formulación de 

pomadas y emulsiones. Por vía oral se utiliza como laxante, evitando la deshidratación 

y lubricando la mucosa intestinal. También se utiliza para mantener en suspensión 
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principios activos insolubles en agua. La parafina líquida esterilizada se utiliza como 

material de cura aséptica y como lubricante de catéteres e instrumentos quirúrgicos 

(Rowe, 2012).  

 

Miglyol 812   

(FAGRON) (CAS 73398-61-5) 

Miglyol 812 es una mezcla de triglicéridos de cadena media obtenido de la extracción 

del endosperma de la planta Cocos nucifera L. o  del endosperma de la planta  Elaeis 

guineenis Jacq. Como mínimo el 95% de los ácidos grasos que constituyen los 

triglicéridos son saturados, principalmente el ácido caprílico y el ácido cáprico (Figura 

3.3).  

 

 

 

 

 

Es un líquido oleoso transparente, inodoro e insípido, con una densidad de 0,94-0,95  

g·mL-1 a 20°C y una viscosidad de 0,027-0,033 Pa·s a 20°C. Es soluble a 20°C en los 

siguientes disolventes orgánicos: hexano, tolueno, éter dietílico, acetato de etilo, 

acetona, isopropanol y etanol 96%. Es miscible en todas las proporciones en 

hidrocarburos de parafina y en aceites naturales. Para evitar su oxidación se 

recomienda conservarlo en recipientes herméticamente cerrados a temperatura 

inferior a 25ºC y protegido de la luz. 

  

Figura 3.3. Estructura química del Miglyol 812. 
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Los triglicéridos de cadena media se utilizan en una gran variedad de formulaciones 

farmacéuticas. Se utilizan para preparar emulsiones, microemulsiones, soluciones o 

suspensiones orales de principios activos que son inestables o insolubles en medio 

acuoso. En  formulaciones parenterales, los triglicéridos de cadena media se utilizan en 

la preparación de emulsiones, soluciones o suspensiones para administración 

intravenosa. En formulaciones rectales, se utilizan en la preparación de supositorios 

que contienen materias lábiles. En cosmética y en preparados farmacéuticos de 

administración por vía tópica, se utilizan en ungüentos, cremas y emulsiones líquidas. 

Terapéuticamente se utilizan como agentes nutricionales. Los triglicéridos de cadena 

media no son irritantes ni tóxicos por vía tópica ni por vía ocular (Rowe, 2012).  

 

Miristato de isopropilo 

(SIGMA-ALDRICH) (CAS 110-27-0)  

Es el éster del ácido mirístico y el alcohol isopropílico. Su estructura química se 

muestra en la figura 3.4. 

 

 
 

 

 
Es un líquido oleoso e incoloro, que tiene una densidad entre 0,850 y 0,855 g.mL-1 y 

una viscosidad entre 5-6 cP. Es insoluble en agua, glicerina y propilenglicol y miscible 

en hidrocarburos y aceites. Se utiliza como componente oleoso en preparaciones 

tópicas farmacéuticas porque es muy buen solvente de principios activos sólidos 

lipófilos. Su grado de irritación después de su aplicación tópica es muy bajo y posee 

mejor tolerancia que el aceite de oliva o de sésamo; sin embargo, a elevadas 

concentraciones puede ser comedogénico (Fulton, 1989).  

 

 

 

 
Figura 3.4. Estructura química del miristato de isopropilo 
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3.1.2.4. Componentes acuosos 

 

Agua desionizada   

(MILLIPORE) (CAS 7732-18-5)  

Se ha obtenido con un sistema Milli-Q®. Se trata de un proceso de purificación con 

etapas sucesivas de filtración y desionización para conseguir una pureza caracterizada 

por una resistividad de 18.2 MΩ·cm a 25°C. 

   

3.1.3. Reactivos analíticos: 

 

Dihidrogeno fosfato de potasio  

(FAGRON) (CAS 7778-77-0) 

KH2PO4, utilizado para preparar la solución reguladora de fosfatos (PBS) a pH 7,4. 

 

Hidrogeno fosfato de disodio   

(PROBUS S.A.) (CAS 7558-79-4) 

Na2HPO4, utilizado para preparar la solución reguladora de fosfatos (PBS) a pH 7,4. 

 

Cloruro de sodio   

(ACOFARMA®) (CAS 7647-14-5) 

NaCl, utilizado para preparar la solución reguladora de fosfatos (PBS) a pH 7,4. 

 

Ácido fosfórico 

(ACOFARMA®) (CAS 7664-38-2) 

H3PO4, utilizado para ajustar el pH de la solución reguladora de fosfatos. 
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Hidróxido potásico   

(ACOFARMA®) (CAS 1310-58-3) 

KOH, Solución 8N utilizada como regulador de pH. 

 

Acetonitrilo  

(CARLO EBRA REAGENTS) (CAS 75-05-8) 

Disolvente orgánico de polaridad media. Miscible en agua. Se ha utilizado acetonitrilo 

de calidad cromatogràfica, con una pureza del 99%. 

   

Etanol 

(PANREAC) (CAS 64-17-5) 

C2H5OH. Disolvente miscible en agua. Se ha utilizado etanol con una pureza superior al 

95%.  

 

n-Butanol   

(PANREAC) (CAS 71-36-3) 

C4H10O. Disolvente muy soluble en acetona y miscible en etanol y éter etílico.  

 

3.1.4. Otros materiales: 

 

 Tubos de vidrio de borosilicato con tapón rosca de 10x2 cm 

 Pipetas Pasteur de vidrio y polietileno 

 Membrana hidrófila de acetato de celulosa Cellu Sep T3 (Orange Scientific) ,  

MWCO (Molecular Weight Cut Off): 12 000-14 000 Da 
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3.2. Equipos e instrumentos   

 
3.2.1. Espectrofotómetro UV/visible 

 

Se ha utilizado un espectrofotómetro UV/visible, modelo Helios β v 4.60, para la 

cuantificación de los principios activos en los ensayos de liberación. 

 

3.2.2. Cromatógrafo líquido de alta eficiencia (HPLC) 

 

El sistema cromatográfico utilizado ha sido un equipo HPLC, de Shimadzu, 

completamente automático, equipado con una columna de fase reversa Waters® 

Spherisorb 5μm ODS2 de 4,6x150 mm, con detector UV/vis. Los datos se han analizado 

y procesado mediante el software LC Solution. 

  

3.2.3. Espectrómetros de correlación de fotones (DLS) 

 

Los estudios de dispersión dinámica de la luz (Dynamic Light Scattering, DLS) se han 

realizado con un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern), con un rango de medida de 0,5 

nm hasta 10 μm. Está equipado con una fuente de luz làser de He-Ne con una longitud 

de onda de 633 nm. La temperatura se ha regulado con un elemento Peltier con una 

precisión de ±0,1°C. 

 

La caracterización de algunas nano-emulsiones se ha realizado con el equipo DLS 

Vasco2 (Cordouan). Se trata de un analizador de tamaño de partícula con un rango de 

2 a 6000 nm. Permite el análisis de muestras con un volumen mínimo de 50 µL, con 

una precisión de ± 10% según el fabricante. 
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3.2.4. Espectrómetro de difusión múltiple de luz (TurbiscanLab).  

 

Para estudiar de forma cuantitativa la estabilidad de las nano-emulsiones se ha 

utilizado un equipo TurbiscanLab (Formulaction) que mide la retrodifusión de la luz 

que atraviesa la muestra a distintas alturas en función del tiempo (light 

backscattering). 

   
3.2.5. Microscopio óptico  

 

El microscopio óptico utilizado ha sido un microscopio invertido Leica DMIL LED, que 

dispone de diversos objetivos. Tiene acoplada una cámara digital que permite la 

captación de imágenes instantáneas.  

  

3.2.6. Microscopios electrónicos 

 

Se han utilizado los siguientes microscopios electrónicos, disponibles en los Centros 

Científicos y Tecnológicos de la Universidad de Barcelona (CCiT-UB) y en la Plataforma 

NANBIOSIS (grupo QCI, CIBER-BBN, IQAC-CSIC): 

 

(a) Microscopio Field Emission Scanning (FE-SEM), HITACHI S4100: Posee una 

alta resolución para análisis topográfico a escala nanométrica. 

(b) Microscopio Field Emission Scanning (FE-SEM), JEOL JSM 7100F: Posee un 

voltaje de 15 kV, con  espectrómetro de catodoluminiscencia GATAN MONO-

CL4, detector EDS y detector electrones retrodispersados  

(c) Microscopio electrónico de barrido (Scanning Electron Microcope, SEM) 

HITACHI TM-1000 Tabletop: Posee un voltaje de 15 kV y alcanza hasta 10.000 

aumentos. Permite la observación de la morfología de muestras sólidas de un 

tamaño máximo de 7 cm de diámetro. 

(d) Cryo-SEM Microscope, JEOL J-6510: Posee un detector de electrones 

retrodispersado y una unidad de congelación, GATAN ALTO-1000. Posee una 
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cámara digitalizadora de alta resolución y un mecanismo de inclinación de 

muestras (+60º/-60º) para reconstrucciones tridimensionales.  

 

3.2.7. Reómetros  

 

Las determinaciones de viscosidad dinàmica se han realizado con un reómetro de 

esfuerzo controlado, modelo AR-G2, de TA Instruments, disponible en la Plataforma 

NANBIOSIS (grupo QCI, CIBER-BBN), que permite realizar medidas de esfuerzo 

controlado y de cizalla controlada. Dicho reómetro es adecuado para muestras líquidas 

y semisólidas con un amplio rango de viscosidad. 

 

Algunas determinaciones se han realizado con el reómetro Haake RheoStress, de 

Thermo Scientific, provisto de un rotor C60/2 Ti, un diámetro de cono de 60 mm y un 

ángulo de 2º.  

 

3.2.8 Porosímetro 

Para determinar la porosidad y la densidad de superficie se ha utilizado un equipo 

Quantachrome Autosorb-IQ que utiliza nitrógeno.  

  
3.2.9. Potenciómetro   

 

Para la determinación de pH se ha utilizado un potenciómetro Crison micro pH 2000. 

 

3.2.10. Equipo de diálisis para estudios de liberación 

 

El equipo utilizado para estudiar la difusión de los principios activos desde la 

formulaciones hasta soluciones receptoras adecuadas ha consistido en tres vasos de 

vidrio de borosilicato Vidrafoc provistos de camisa calefactora, con una capacidad de 
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150 mL,  y conectados en serie sobre una placa de agitación magnética Multipoint 

Magnetic Stirrer SDS de tres posiciones. 

3.2.11. Homogeneizador de alta velocidad 

 

Para la preparación de las emulsiones altamente concentradas se ha utilizado un 

homogeneizador ULTRA-TURRAX® T10 de IKA, con un rango de velocidades de 8·103 - 

24·103 rpm con una potencia de 350 w.   

 

3.2.12. Centrífuga  

 

Se ha utilizado una centrífuga Centronic BL de alta frecuencia, hasta 13500 rpm,  de 

Selecta.   

 

3.2.13. Agitadores  

 

Se ha utilizado un agitador vibrador vórtex, Heidolph Reax 2000, con un rango de 

velocidades de 200 a 2400 rpm, que permite agitación en continuo.  

 

También se han utilizado dos placas agitadoras extrafinas para múltiples muestras 

Multipoint Magnetic Stirrer SBS (ANM-10103). 

 

3.2.14. Balanzas  

 

Se han utilizado las siguientes balanzas: 

Balanza analítica  Mettler-Toledo, modelo AB- 104, con una precisión de ± 10-4 g y 

capacidad de 101 g. 

Balanza semi-microanalítica Ohaus Discovery, con una precisión de ± 10-5 g y una 

capacidad máxima de 200 g. 
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3.2.15. Baño termostático 

 

Cubeta de metacrilato de 15 L de capacidad con termostato de inmersión. La 

temperatura del baño se ha controlado con un termostato de inmersión Tectron Bio, 

con un rango de temperaturas entre 0ºC y 100ºC y un criostato Haake EK20. 

 

3.2.16. Baño de ultrasonidos 

 

Baño de ultrasonidos Transonic Digital S, con una capacidad de 2,75 L y una frecuencia 

de ultrasonidos de 40 kHz. Consta de un sistema calefactor que permite calentar las 

muestras hasta 80ºC. 

 

3.2.17. Estufa de secado 

 

Estufa de secado de sobremesa, Selecta. Secado por circulación de aire. Temperaturas: 

40-170ºC. 

 

3.2.18. Micropipetas 

 

Micropipetas  Nichipet EX de volúmenes: 1-10 mL, 1000-5000 µL, 100-1000 µL.  

Micropipetas Gilson de volúmenes 2-20 µL. 
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3.3. Métodos experimentales 

 

3.3.1 Preparación y caracterización de dispersiones de alginato 

de sodio y cloruro de calcio. 

 
Se prepararon y caracterizaron varias mezclas de alginato de sodio y cloruro de calcio 

con la finalidad de seleccionar la concentración más adecuada para ser incorporada 

como fase acuosa a las emulsiones altamente concentradas o a las nano-emulsiones.   

Para la preparación de las mezclas se siguió el siguiente procedimiento: 

Se prepararon soluciones de alginato de sodio en agua, a distintas concentraciones. 

Se prepararon soluciones de CaCl2, a distintas concentraciones. 

Se mezclaron volúmenes iguales de solución de alginato sódico y de CaCl2 para obtener 

50 mL de mezcla, utilizando un homogeneizador Ultratúrrax a 8000 durante 30 

segundos.  

Se observó el aspecto macroscópico de las mezclas a 25ºC y se determinó la viscosidad 

y el pH. 

 Para la caracterización de las diferentes mezclas de soluciones de alginato de sodio y 

cloruro de calcio se realizaron mediciones de viscosidad y pH. 

Para realizar la determinación de la viscosidad se colocó alrededor de 1 gramo en el 

plato del reómetro Haake Rheo Stress y se inició  el proceso  de oscilación bajo las 

siguientes condiciones: 

 Temperatura  25ºC 

 Tiempo de medición 300 s 

 Flujo continuo en rampa 
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3.3.2.  Preparación y caracterización de emulsiones altamente 

concentradas (HIPREs). 

 
3.3.2.1. Preparación de emulsiones altamente concentradas. 

 

Para la preparación de HIPREs se ha utilizado el método de las adiciones sucesivas a 

25ºC. Este método consiste en la preparación de una mezcla binaria (tensioactivo y 

otro componente, que puede ser acuoso u oleoso) y adicionar el tercer componente 

(oleoso o acuoso) en pequeñas cantidades hasta la obtención de la emulsión. Después 

de cada adición del tercer componente, la mezcla se homogeniza con un agitador de 

tubos (tipo vórtex) a 2400 rpm. Para la preparación de las HIPREs W/O se añade 

componente acuoso a la mezcla binaria constituida por tensioactivo y componente 

oleoso  mientras que para la preparación HIPREs O/W se añade componente oleoso a 

la mezcla binaria constituida por tensioactivo y componente acuoso. De cada tipo de 

emulsión (W/O y O/W ) se prepararon cuatro tipos de formulaciones que difieren en la 

composición de la fase acuosa. Dicha fase acuosa puede estar constituída por:  

 - Agua,  

 - Solución de alginato de sodio,  

 - Solución de cloruro de calcio y 

 - Mezcla a partes iguales de solución de alginato de sodio y cloruro de calcio. 

A continuación se describe con más detalle la preparación de HIPREs W/O y de HIPREs 

O/W.  

 

Preparación de emulsiones altamente concentradas W/O  

 

La preparación de este tipo de emulsiones sigue el esquema general presentado en la 

figura 3.5.a. Este método de preparación se utiliza cuando la fase acuosa es agua, 

solución de alginato de sodio o solución de cloruro de calcio. La fase acuosa se 

incorpora gota a gota a la mezcla de tensioactivo (Cremophor WO7) y componente 
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oleoso (parafina líquida), agitando constantemente mediante vórtex a 2400 rpm.  En la 

figura 3.5.b. se describe el método de preparación cuando la fase acuosa está 

constituida por una mezcla a partes iguales de solución de alginato de sodio y cloruro 

de calcio. En este caso, la solución de alginato de sodio se incorpora a la mezcla de 

tensioactivo (Cremophor WO7) y componente oleoso (parafina líquida) y, 

manteniendo una agitación constante a 2400 rpm, se añade gota a gota la solución de 

cloruro de calcio. En la preparación de algunas emulsiones se ha invertido el orden de 

incorporación de los componentes acusosos, adicionándose en primer lugar la solución 

de cloruro de calcio y luego la solución de alginato. En otras emulsiones se ha 

incorporado la mezcla de alginato de sodio y cloruro de calcio preparado previamente.  

 
 
 
 
 

  

 

a) 

 

 

 

 

 

 

b) 

Figura 3.5. Esquema del método de preparación  de HIPREs W/O:  a) Cuando la fase acuosa es 

agua, o solución de alginato de sodio o solución de cloruro de calcio y  b) Cuando la fase acuosa 

es una mezcla a partes iguales de solución de alginato de sodio y de solución de cloruro de 

calcio. 

Preparación de emulsiones altamente concentradas O/W  

 La preparación de este tipo de emulsiones sigue el esquema general presentado en la 

figura 3.6.a. Este método de preparación se utiliza cuando la fase acuosa es agua, 

solución de alginato de sodio o solución de cloruro de calcio. El componente oleoso 
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(Miglyol 812) se incorpora gota a gota a la mezcla de tensioactivo (Cremophor RH455) 

y componente acuoso, agitando constantemente mediante vórtex a 2400 rpm.  En la 

figura 3.6.b. se describe el método de preparación cuando la fase acuosa está 

constituida por una mezcla a partes iguales de solución de alginato de sodio y cloruro 

de calcio. En este caso, el componente oleoso (Miglyol 812) se incorpora a la mezcla de 

tensioactivo (Cremophor RH455) y componente acuoso (solución de alginato de sodio) 

y, manteniendo una agitación constante a 2400 rpm, se añade gota a gota la solución 

de cloruro de calcio. En la preparación de algunas emulsiones, se mezcló el 

tensioactivo con la solución de alginato de sodio y cloruro de calcio preparada 

previamente y se añadió gota a gota el componente oleoso. 

 

 

a) 

 

 

b) 

Figura 3.6. Esquema del método de preparación  de HIPREs O/W: a) Cuando la fase acuosa es 

agua, o solución de alginato de sodio o solución de cloruro de calcio y  b) Cuando la fase acuosa 

es una mezcla a partes iguales de solución de alginato de sodio y de solución de cloruro de 

calcio.   
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Incorporación de fármacos a emulsiones altamente 

concentradas W/O y O/W  

 

Se ha incorporado ketoprofeno e hidrocloruro de clindamicina a HIPREs W/O y O/W, 

para estudiar posteriormente su cinética de liberación desde distintos tipos de HIPREs 

en función de su estructura y composición.  

 

El ketoprofeno, que es un fármaco lipófilo, se ha incorporado en la mezcla de 

componente oleoso y tensioactivo en las emulsiones W/O, previamente a la 

incorporación de componente acuoso y en cambio, en las emulsiones O/W se ha 

disuelto en el componente oleoso, incorporándose la solución gota a gota a la mezcla 

de componente acuoso y tensioactivo.  

 

El hidrocloruro de clindamicina, que es un fármaco hidrosoluble, se ha disuelto en la 

solución acuosa en las emulsiones W/O y se ha incorporado gota a gota a la mezcla de 

componente oleoso y tensioactivo y en cambio, en  las emulsiones O/W se ha 

mezclado con el componente acuoso y el tensioactivo, previamente a la incorporación 

del componente oleoso. 

 

3.3.2.2. Caracterización de emulsiones altamente concentradas. 

  

Para caracterizar las HIPREs se determinaron las dimensiones de gota de la fase interna 

y las propiedades reológicas mediante las técnicas que se describen a continuación. 
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Caracterización de emulsiones altamente concentradas 

mediante microscopía   

 

La microscopía electronica de barrido (SEM) es una metodología muy versátil para la 

caracterización bidimensional y tridimensional de los materiales.  La caracterización de 

las HIPREs W/O se realizó mediante microscopía electrónica SEM con técnica de 

criofractura, ya que las dimensiones de las gotas de las emulsiones eran del orden 

nanométrico.  

 

Se utilizó el microscopio JEOL J 6510, equipado con una cámara digital de alta 

definición. La muestra de emulsión se situó en una rejilla del microscopio formando 

una capa muy fina y se sumergió en el medio refrigerante para conseguir una rápida 

vitrificación de la película de emulsión sin cristalización. A continuación, la rejilla se 

transfirió al microscopio para su observación. 

  

La caracterización de las HIPREs O/W se realizó mediante microscopía óptica a 20 

aumentos, ya que los diámetros de las gotas eran de orden micrométrico. Para medir 

el diámetro de gotas obtenidas en las microfotografías se utilizó el programa de 

software libre   image J mediante el que se puede medir los diámetros directamente 

sobre la fotografía. Se midieron alrededor de 100 gotas de cada muestra y luego se 

realizó el tratamiento básico estadístico para determinar tamaño promedio y 

desviación estándar.    

 

Caracterización de emulsiones altamente concentradas 

mediante reología   

  

Las propiedades reológicas de las HIPREs se cuantificaron en función del módulo 

elástico (G’) y el módulo viscoso (G’’). Para el análisis reológico se utiliza 1 gramo 

aproximadamente de muestra que se debe colocar entre los platos paralelos del 
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reómetro AR-G2,  que tienen un diámetro de 20 mm y una separación de 2,5 mm. Se 

realiza un barrido de frecuencias entre 0,05 y 10 Hz a una temperatura de 25ºC. Una 

vez establecida la frecuencia de trabajo óptima se procede a determinar el módulo 

elástico G’ y el módulo viscoso G’’ en función de la frecuencia. Las determinaciones se 

realizan por triplicado.  

 

3.3.3.  Preparación y caracterización de nano-emulsiones 

 

3.3.3.1. Preparación de nano-emulsiones 

 

Se han preparado nano-emulsiones W/O para ser utilizadas como plantilla en la 

preparación de nanopartículas.  

  

La preparación de las nano-emulsiones W/O se ha realizado a temperatura elevada, 

70ºC, y mediante adiciones sucesivas de componente acuoso u oleoso (miristato de 

isopropilo) a la mezcla constituída por los tensioactivos (Cremophor EL y Cremophor 

WO7) y el otro componente (oleoso u acuoso), bajo agitación constante mediante 

vórtex a 2400 rpm. Se ha estudiado el orden de incorporación de los componentes en 

las características de las nano-emulsiones obtenidas. 

 

3.3.3.2. Caracterización de nano-emulsiones. 

 

Caracterización de nano-emulsiones mediante espectroscopía 

de correlación de fotones (Dynamic Light Scattering, DLS) 

  

La determinación del tamaño de partícula de las nano-emulsiones y de las 

nanopartículas y su distribución se ha realizado mediante espectroscopía de 

correlación de fotones (Photon Correlation Spectroscopy, PCS),  también denominada 
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difusión dinámica de la luz (Dynamic Light Scattering, DLS). Las técnicas de dispersión 

de la luz se utilizan para la caracterización de sistemas coloidales y se basan en la 

determinación del movimiento browniano de los coloides mediante la iluminación de 

las partículas con luz láser y el análisis de las fluctuaciones de la intensidad de la luz 

dispersada en un ángulo constante en función del tiempo. Existe una relación entre el 

movimiento browniano y el tamaño de las partículas, ya que las partículas más 

pequeñas se desplazan más rápidamente que las de tamaño más grande. La técnica 

DLS permite determinar el diámetro hidrodinámico (DH) de partículas en una solución 

coloidal, conociendo la viscosidad del medio y la temperatura. El diámetro 

hidrodinámico (DH) se calcula a partir de la ecuación de Stokes-Einstein: 

D

kT
DH




3
             (3) 

donde k es la constante de Boltzmann, T la temperatura en escala absoluta, ɳ la 

viscosidad del medio y D el coeficiente de difusión, estimado a partir de la función de 

autocorrelación. 

 

Se utilizaron dos equipos para la determinación del tamaño de partícula: Zetasizer 

Nano-ZS (Malvern), con un ángulo de medida de 173º y Vasco2 (Cordouan), con un 

ángulo de medida de 135º. Los análisis de tamaño de partícula se han realizado a partir 

de la función de autocorrelación (ACF), utilizando dos aproximaciones matemáticas: el 

modelo de cumulantes, para muestras monodispersas y el modelo de Pade-Laplace 

para muestras polidispersas. 

 

Caracterización de nano-emulsiones mediante microscopía 

electrónica   

 

La caracterización de  las nano-emulsiones se realizó mediante microscopía electrónica 

SEM. Se utilizó el microscopio JEOL J 6510 equipado con cámara digital de alta 

resolución, que permitieron determinar el tamaño y la morfología de las partículas.   
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Estudio de estabilidad de nano-emulsiones mediante 

retrodispersión de la luz (Light backscattering)  

 

La estabilidad de las nano-emulsiones se evaluó mediante un equipo TurbiscanLab 

(Formulaction). La muestra a analizar (15 g) se introduce en una célula de medida que 

es un vaso de vidrio cilíndrico cerrado. El TurbiscanLab es un instrumento óptico con 

una fuente de luz LED (880 nm, infrarrojo cercano) y dos sensores ópticos que reciben 

respectivamente la luz transmitida a través de la muestra (0º desde la radiación 

incidente, sensor de transmisión) y la luz retro dispersada por la muestra (135º desde 

la radiación incidente, detector de backscattering). El cabezal óptico de lectura 

escanea la muestra en toda su longitud (hasta 55 mm) y registra la luz transmitida y 

retrodispersada cada 40 µm. La luz retrodispersada depende del tamaño de las 

partículas. Cada muestra se escanea 5 veces cada 5 minutos a 25ºC. Se representa una 

curva con el flujo de luz transmitida y retrodispersada en función de la altura de la 

muestra (en mm). Los perfiles obtenidos a diferentes tiempos con una misma muestra 

proporcionan información sobre la estabilidad de la misma. 

 

3.3.4.  Preparación y caracterización de materiales porosos. 
 
3.3.4.1. Preparación de materiales porosos. 
 
En la preparación de materiales porosos de alginato (también denominados espumas 

sólidas) se utiliza una emulsión altamente concentrada (HIPRE O/W) como plantilla. La 

preparación se realiza en dos etapas: 1) Preparación de una emulsión altamente 

concentrada (Figura 3.7.) y 2) Lavado y extracción del componente oleoso y 

tensioactivo (Figura 3.8.).  

En la etapa 1 tiene lugar la preparación de una emulsión altamente concentrada 

(HIPRE O/W) mediante adiciones sucesivas del componente oleoso (Miglyol 812) a la 

mezcla binaria (mezcla A) constituída por tensioactivo (Cremophor RH455) y la mitad 

del componente acuoso (solución acuosa de alginato de sodio). Finalizada la 

incorporación del componente oleoso (mezcla B) se incorpora mediante adiciones 
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sucesivas la otra mitad del componente acuoso (solución de cloruro de calcio). Durante 

todo el proceso se mantiene agitación constante con vórtex a 2400 rpm y se 

homogeneiza con ultraturrax a 8000 rpm después de la incorporación del componente 

oleoso y después de la incorporación de la solución de cloruro de calcio. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 

 

 

Figura 3.7. Representación esquemática de la preparación de una HIPRE O/W para la 

formación de materiales porosos (etapa 1).  

 

En la etapa 2, una vez formada la HIPRE  O/W se debe eliminar el componente oleoso y 

el tensioactivo para obtener el material poroso, tal como se esquematiza en la figura 

3.8. En primer lugar se sitúa la HIPRE O/W sobre papel de filtro y se introduce en 

estufa a 50ºC hasta peso constante. A continuación, al residuo seco se introduce en un 

tubo Eppendorf y se le añade butanol o etanol (97%), se agita en vórtex a 2400 rpm 

durante 5 minutos y se centrifuga a 10.000 rpm durante 10 minutos. Se separa el 

sobrenadante y se repite la operación seis veces más. El residuo se deja en reposo a 

temperatura ambiente o se introduce en estufa a 50ºC hasta peso constante. 

 
 
 
 
 
 
 

A la mezcla B añadir gota a gota la 
solución de cloruro de calcio 0.2% 
p/p y homogenizar con espátula o 
Ultraturrax® 

Añadir gota a gota  Miglyol 812  
a la mezcla A y agitar mediante 

Vortex® 

 

 
Homogenizar la mezcla con espátula 

o Ultraturrax®  (mezcla B) 

Pesar Miglyol 812 

Pesar tensioactivo RH455, añadir la 
solución de alginato de sodio y 

mezclar mediante  Vortex® (mezcla 
A) 
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Figura 3.8.  Representación esquemática del proceso de eliminación de componente oleoso y 

tensioactivo para la obtención de materiales porosos de alginato a partir de HIPREs O/W 

(etapa 2).      

 

3.3.4.2. Caracterización de materiales porosos. 

 

Caracterización de materiales porosos mediante microscopía 

electrónica   

 

La microscopía electrónica de barrido (SEM) permite la observación y caracterización 

de materiales orgánicos e inorgánicos en escalas nanométricas y micrométricas; 

además de tener la capacidad de obtener imágenes tridimensionales de superficies en 

un amplio rango de materiales, utilizando las interacciones electrón-material. La 

técnica SEM permite obtener imágenes topográficas a muy altas magnificaciones y 

consiste en hacer incidir un haz de electrones sobre la muestra. Este bombardeo de 

electrones provoca la aparición de diferentes señales, tales como electrones Auger, 

electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X, etc. Los electrones 

secundarios son los que proporcionan la imagen de la morfología superficial de la 

muestra (Inkson, 2016). Para conseguir las mejores condiciones de imagen en SEM es 

necesario que las muestras sean conductoras. Para ello se recubre la muestra con una 

fina capa de oro o de carbono.  Posteriormente, se barre la superficie con electrones 

El sólido lavado se deja secar a 

temperatura ambiente o 50°C. 

Al residuo anterior añadir etanol, agitar 
y  dejar reposar y eliminar el 

sobrenadante y repetir el proceso  4 

veces. 

Transferir el residuo seco a un tubo 
Ependorff, añadir butanol hasta cubrir 

totalmente y agitar. Eliminar el 
sobrenadante.Repetir el proceso 2 

veces más. 

Colocar la HIPRE O/W sobre un 
papel filtro y secar a 50°C 
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acelerados que viajan a través del cañón. Un detector formado por lentes basadas en 

electroimanes, mide la cantidad e intensidad de los electrones que devuelve la 

muestra, siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones mediante imagen 

digital.  

 

En la caracterización de materiales porosos, el material poroso seco se  recubrió de 

polvo de grafito y se tomaron microfotografías  con el  microscopio  de barrido 

electrónico a un máximo de 15kVA para determinar la morfología. El proceso dura dos 

horas y se ha realizado en los Centros Científicos y Tecnológicos de la Universidad de 

Barcelona (CCiTUB). 

 

Caracterización de materiales porosos mediante porosimetría 

 

Para determinar la superficie específica y la porosidad de los materiales de alginato se 

utilizó un aparato de sorción de gases que permite obtener las isotermas de adsorción 

y desorción de nitrógeno de los materiales porosos.  

 

De acuerdo con la teoría Brunauer-Emmett-Teller, BET, (Brunauer, 1938) que amplía la 

teoría de Langmuir mediante las suposiciones de adsorción en multicapa y 

condensación capilar, se obtiene para la situación de equilibrio la siguiente ecuación, 

que describe la adsorción de un gas en función de su presión parcial relativa: 

  

   
CvP

P

Cv

C

PPv mm 









1
)(

1

]1)/[(

1

00

 (4)  

 

donde P0 es la de la presión de saturación del vapor, vm representa el volumen de gas 

adsorbida cuando toda la superficie de la muestra está cubierta por el calor de 

adsorción de la primera capa y el calor de adsorción de las multicapas. C es la 

constante  entre 0.05 < P/P0 < 0.35, normalmente la constante BET que relaciona, el 

modelo BET es válido en el rango de presiones de una monocapa y el valor de la 

pendiente y el valor de la ordenada en el origen permiten calcular el volumen 
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adsorbida por la monocapa y determinar la constante BET, tal como se muestra en la 

Figura 3.9. 

 

 

Figura 3.9. Representación lineal de la isoterma de adsorción del gas en la región lineal, según 

el modelo teórico BET. 

 

Con el valor del volúmen adsorbido por la monocapa, vm, se calcula la cantidad de 

adsorbato que se deposita en una monocapa, Xm. Así, se determina la superficie 

específica del material mediante la siguiente relación (Fargelund, 1973):  

A
m NU

M

X
A 0   (5)  

 

donde M es el peso molecular del adsorbato (generalmente nitrógeno) y U0 es el valor 

del área molecular de la sección transversal del adsorbato (16.2 Å2 para nitrógeno). 

 

También es posible determinar el tipo de porosidad de la muestra examinando el ciclo 

de histéresis entre la isoterma de adsorción y la isoterma de desorción de nitrógeno, 

debido a que la presencia de poros provoca una condensación capilar del adsorbato 

que produce una diferencia (ciclo de histéresis) entre las presiones de adsorción y 

desorción (Mason, 1988).  

 

Para caracterizar los materiales porosos de alginato se determinó el tamaño de poro y 

capacidad de adsorción de nitrógeno mediante la adsorción de gas e interpretación 
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posterior de las isotermas de adsorción. Para ello  se desgasificó alrededor de  0.1 

gramos de muestra porosa a 55°C durante 12 horas. Los datos de cambio de presión y 

tamaño de poro de las  isotermas de adsorción y desorción se obtuvieron con el 

porosímetro Quantachrome Autosorb-iQ. Para calcular el área específica desde los 

datos de adsorción  se utilizó el método Brunauer-Emmett-Teller (BET). Se realizó el 

análisis por duplicado y se calculó el rango de área de superficie.  

 

3.3.5.  Preparación y caracterización de nanopartículas 

 

3.3.5.1. Preparación de nanopartículas a partir de emulsiones 

altamente concentradas 

 

En la preparación de nanopartículas de alginato se utilizó una emulsión altamente 

concentrada (HIPRE W/O) como plantilla. Igual como en el caso de los materiales 

porosos, la preparación se realizó en dos etapas: 1) Preparación de una emulsión 

altamente concentrada (Figura 3.10.) y 2) Lavado y extracción del componente oleoso 

y tensioactivo (Figura 3.11.).  

 

En la etapa 1 tiene lugar la preparación de una emulsión altamente concentrada 

(HIPRE W/O) mediante adiciones sucesivas de la solución de alginato de sodio (es la 

mitad del componente acuoso) a la mezcla binaria (mezcla A) constituída por 

tensioactivo (Cremophor WO7) y componente oleoso (parafina líquida). Finalizada la 

incorporación de la solución de alginato (mezcla B) se incorpora mediante adiciones 

sucesivas la otra mitad del componente acuoso (solución de cloruro de calcio). Durante 

todo el proceso se mantiene agitación constante con vórtex a 2400 rpm y se 

homogeneiza con ultraturrax a 8000 rpm después de la incorporación de la solución de 

alginato de sodio y después de la incorporación de la solución de cloruro de calcio. 
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Figura 3.10. Representación esquemática de la preparación de una HIPRE W/O para la 

formación de nanopartículas (etapa 1).  

 
En la etapa 2, una vez formada la HIPRE  W/O se debe eliminar el componente oleoso y 

el tensioactivo para obtener nanopartículas, tal como se esquematiza en la figura 3.11. 

El proceso de lavado es similar al realizado en las  HIPREs O/W es decir en primer lugar 

se coloco sobre un papel filtro alrededor de 5 g de HIPRE W/O y se seca en estufa a 

50°C. A continuación el residuo seco se transfiere a un tubo Ependdorff con 1,5 mL de 

butanol y la mezcla se mantiene en agitación a temperatura ambiente. El 

sobrenadante se separa y el sedimento, que presenta un aspecto gelatinoso, se filtra y 

se lava con  butanol o etanol dos veces. Se deja sumergido en etanol durante 12 horas, 

se filtra y se seca a 25ºC hasta peso constante.  

 

 

 

 

 

 
 

Añadir gota a gota la solución de 
cloruro de calcio, agitando 

mediante Vortex®.  
Homogeneizar con Ultraturrax® 

Añadir gota a gota solución de alginato de 
sodio  a la mezcla A, agitando mediante 

Vortex®.  
Homogeneizar con Ultraturrax®(mezcla B) 

Pesar tensioactivo Cremophor WO7, 
añadir parafina líquida y mezclar 

mediante Vortex® (mezcla A) 
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Figura 3.11.  Representación esquemática del proceso de eliminación de componente oleoso y 

tensioactivo para la obtención de nanopartículas de alginato a partir de HIPREs W/O (etapa 2).      

 

3.3.5.2. Preparación de nanopartículas a partir de nano-

emulsiones 

 

Se prepararon nano-emulsiones W/O según el método descrito en el apartado 3.3.3.1 

y se incorporó solución de alginato de sodio y de cloruro de calcio en distintas 

proporciones y en distintas etapas del proceso de preparación de las nano-emulsiones 

con la finalidad de obtener nanopartículas de alginato de sodio utilizando como 

plantilla las gotas de fase interna de la nano-emulsión. La elaboración tuvo lugar   

mediante adiciones sucesivas de componente acuoso u oleoso a la mezcla constituída 

por los tensioactivos y el otro componente (oleoso u acuoso), bajo agitación constante 

mediante vórtex a 2400 rpm.  

 

3.3.5.3. Preparación de nanopartículas de alginato a partir de 

soluciones 

 

Se prepararon partículas de alginato según el método propuesto por Rajaonarivony  

(Rajaonarivony, 1993). El método (Figura 3.12) consistió en añadir 4,5 mL de agua a 5 

mL de una solución de alginato al 0,12%. A continuación, se añadió gota a gota 0,5 mL 

El sólido lavado se deja secar al 
ambiente o 50°C. 

Al residuo anterior añadir etanol , agitar 
y dejar reposar. Eliminar el 

sobrenadante y repetir el proceso  4 
veces. 

Transferir el residuo seco a un tubo 
Ependorff, añadir butanol hasta cubrir 
totalmente el residuo y agitar. Eliminar 

el sobrenadante y repetir el proceso por 
2 veces más. 

Colocar la HIPRE W/O sobre un 
papel filtro y secar a 50°C 
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de solución de cloruro de calcio al 0,2% (18 mM). Dos minutos más tarde se añadieron 

gota a gota 2 mL de una solución de poli-lisina al 0,05%. La mezcla se agitó a 2400 rpm 

durante 5 minutos. 

 

 
Figura 3.12.  Representación esquemática del proceso de preparación de partículas de alginato 

a partir de soluciones (Rajaonarivony, 1993).      

 

3.3.5.4. Caracterización de nanopartículas 

 
El material nanoparticulado se caracterizó mediante Dynamic Light Scattering, Light 

back scattering, microscopía electrónica y reología. 

 

El material nanoparticulado seco obtenido a partir de HIPREs, de nano-emulsiones y de 

soluciones se cubrió de polvo de grafito y se tomaron microfotografías  con el  

microscopio  electrónico (SEM) según el método descrito en el apartado 3.3.4.2 para 

determinar la morfología y el tamaño de las nanopartículas.   

 

El material nanoparticulado obtenido a partir de HIPREs W/O, antes de ser lavado para 

eliminar el componente oleoso y los tensioactivos,  presenta un aspecto de gel, por lo 
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tanto se realizó un ensayo reológico para determinar las propiedades visco-elásticas de 

este sistema. Se realizó un escaneo reológico de barrido de frecuencia entre 0.1 a 20 

Hz  a 25°C con geometría plato-plato de 40 mm. Se utilizó alrededor de 1 gramo y se 

determinó el parámetro de viscosidad G” y de elasticidad G´.  El equipo utilizado fue el 

reómetro AR-G2. 

 

3.3.6.  Ensayos de liberación de fármacos a partir de emulsiones 

altamente concentradas 

 

Los estudios de liberación de ketoprofeno y hidrocloruro de clindamicina desde HIPREs 

se han llevado a cabo mediante un sistema de difusión que consiste en bolsas de 

diálisis sumergidas en un medio receptor a temperatura constante, tal como se 

esquematiza en la figura 3.13. 

  
 

 

Figura 3.13. Esquema experimental para ensayos de liberación (Llinàs, 2010). 

 

En las bolsas de diálisis se introduce alrededor de 1 gramo de muestra (HIPRE) que 

contiene un principio activo (ketoprofeno o hidrocloruro de clindamicina) y se 

mantiene una misma área superficial de contacto con la membrana y la solución 

receptora. La solución receptora es una solución reguladora de fosfatos (PBS) y se 

prepara  pesando 0,19 g de KH2PO4, 2,38 g de Na2HPO4 y 8 g de NaCl, luego se añade 

agua hasta un litro y se ajusta a pH 7.4 ya sea con la solución de KOH si la solución 

tiene un pH menor a 7.4 o con H3PO4 si es mayor. 
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Un volumen determinado de solución receptora (180 mL) se introduce en cada uno de 

los vasos de vidrio de doble pared Vidrafoc que están conectados a un baño de agua 

termostatado a 37ºC. Los vasos de vidrio son de color topacio para evitar la posible 

fotodegradación del principio activo. El saco de diálisis está constituído por una 

membrana tubular de celulosa regenerada Cellu-Sep® T3 (Orange Scientific) con un 

grosor de pared de 20 µm y un tamaño de poro de 12000-14000 Da (Molecular Weight 

Cut Off, MWCO). 

 

A diferentes intervalos de tiempo y durante 24 horas se extraen 1000 µL de solución 

receptora para ser analizados y se reemplazan por 1000 µL de PBS a pH 7,4 calentado 

previamente a 37ºC. Los intervalos de tiempo de extracción de muestra han sido: 5 

minutos después del inicio del ensayo, cada 15 minutos hasta la primera hora, cada 30 

minutos hasta la segunda hora, cada hora hasta la octava hora y las últimas muestras 

se han obtenido transcurridas 22 horas del inicio del ensayo a intervalos de una hora 

hasta las 24 horas  aproximadamente. La solución receptora se mantiene en agitación 

constante hasta la finalización del ensayo para favorecer la correcta difusión del 

principio activo a través de la membrana de celulosa. Para mantener la agitación se 

han utilizado placas de agitación magnética SBS, regulando la velocidad de agitación a 

250 rpm. 

 

La determinación de la concentración de las muestras se ha realizado mediante HPLC o 

espectrofotometría UV-visible. 
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3.3.7.  Determinación cuantitativa de fármacos 

 

3.3.7.1. Análisis cuantitativo de ketoprofeno 

 

La cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) es una técnica utilizada para la 

separación de componentes de una mezcla, basada en diferentes tipos de 

interacciones químicas y físicas entre los analitos y la columna cromatográfica. En 

cromatografía líquida, la fase móvil es un líquido que fluye a través de una columna 

que contiene la fase estacionaria. 

 

Se ha utilizado el régimen de elución isocrático que consiste en la separación de un 

disolvente de composición constante a lo largo del tiempo. La muestra a analizar pasa 

a través de una columna cromatográfica que constituye la fase estacionaria mediante 

el bombeo de líquido (fase móvil) a alta presión a través de la columna. Los diferentes 

componentes de la muestra se eluyen de manera diferente según las interacciones 

químicas y físicas con la fase estacionaria a medida que avanzan a través de la 

columna. El grado de retención de los componentes depende de su naturaleza, de la 

composición de la fase estacionaria y de la fase móvil. El tiempo necesario para que un 

componente se eluya de la columna se denomina tiempo de retención y se considera 

una propiedad característica de identificación de un componente en una fase móvil y 

estacionaria determinadas. 

 

La determinación de la cantidad de principio activo se ha determinado a partir de 

rectas de calibrado preparadas con un mínimo de seis soluciones a diferentes 

concentraciones del principio activo que se desea cuantificar. La representación gráfica 

del valor de las áreas bajo la curva de los picos obtenidos para cada una de las 

concentraciones de las soluciones patrón permite obtener la recta de los mínimos 

cuadrados o de regresión del tipo  

y = A + Bx                 (6) 
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donde y es el valor del área cromatográfica, A es la ordenada en el origen, B es la 

pendiente de la recta y x es la concentración. La concentración del principio activo en 

la solución problema se determina por interpolación del área cromatográfica obtenida 

a partir de la recta de calibrado. 

  

El sistema cromatográfico utilizado para analizar ketoprofeno ha sido un equipo 

Shimatzu con una columna de fase reversa Kromasil® 100-5C18 y un detector UV a una 

longitud de onda de 233 nm. La elución de ketoprofeno ha tenido lugar a temperatura 

ambiente utilizando una fase móvil compuesta por una mezcla de 55% de acetonitrilo 

como fase orgánica y 45% de fase acuosa a pH 3,0. El flujo ha sido de 1 mL/min y el 

volumen de inyección 20 µL. El tiempo de elución para el ketoprofeno ha sido de 7 

minutos. El método fue validado previamente. 

 

Algunas determinaciones de ketoprofeno se realizaron mediante espectrofotometría 

UV-visible, con el equipo Helios β v 4.60. 

 

3.3.7.2. Análisis cuantitativo de hidrocloruro de clindamicina 

 

Siguiendo el método propuesto por la Farmacopea de Estados Unidos (USP), las 

condiciones experimentales para el análisis del hidrocloruro de clindamicina mediante 

HPLC han sido las siguientes: Columna Spherisorb ODS 2 (150 x 4.6mm, 5μm), 

utilizando como fase móvil una mezcla de acetonitrilo: solución de dihidrogenofosfato 

de potasio a pH 7,5 (ajustado con una solución de hidróxido de potasio 8N) (550:450) 

en volumen. El flujo se fijó en 1mL/min y la longitud de onda del detector 

correspondiente al máximo de absorción del hidrocloruro de clindamicina fue de 

210nm. El volumen inyectado fue de  50 μL. El tiempo de retención del hidrocloruro de 

clindamicina en estas condiciones experimentales fue aproximadamente de 6 minutos.   
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
4.1. Preparación y caracterización de dispersiones de 

alginato de sodio y cloruro de calcio 

 

Entre los métodos descritos en la bibliografía para la reticulación del alginato se 

escogió el método de gelificación externa convenientemente modificado (Paques, 

2014). La reticulación del alginato tiene lugar por el intercambio de iones sodio del 

ácido gulurónico (bloques G del alginato sódico) con cationes calcio, para formar la 

estructura característica según el modelo de caja de huevos (Grant, 1973). El método 

de gelificación externa del alginato se basa en la incorporación de gotas de una 

solución de alginato sódico a una solución de cloruro cálcico; de este modo, los 

cationes calcio difunden desde la fase continua hacia el interior de las gotas de 

alginato, dando lugar a la formación de una matriz de alginato. El método de 

gelificación externa se caracteriza por una rápida gelificación pero también por la 

obtención de un gel poco homogéneo, con diferencia entre la superficie y el interior 

del gel (Paques, 2014). Para lograr una gelificación más homogénea se modificó el 

método: se prepararon por separado las soluciones de alginato sódico y cloruro cálcico 

y se mezclaron volúmenes iguales de ambas soluciones utilizando un homogeneizador 

de alta velocidad. 

 

Se seleccionó alginato sódico de viscosidad media entre 80000 y 120000 de peso 

molecular. Para la preparación de las soluciones de cloruro cálcico se partió de una 

solución 1M para evitar la hidratación del cloruro cálcico sólido debido a su 

higroscopicidad. Se prepararon varias mezclas de alginato sódico y cloruro cálcico con 

la finalidad de seleccionar la concentración más adecuada para ser incorporada como 

fase acuosa a las emulsiones altamente concentradas o a las nano-emulsiones. El 

objetivo era seleccionar una composición lo suficientemente fluida que permitiera la 

incorporación de la fase acuosa por pesada directa o gota a gota. Las mezclas de las 
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soluciones de alginato sódico se realizaron por varios procedimientos: a) incorporación 

de la solución de alginato sódico a la solución de cloruro cálcico con agitador tipo 

Vórtex® y homogeneizador Ultraturrax®, b) incorporación de la solución de cloruro 

cálcico a la solución de alginato sódico con agitador tipo Vórtex® y homogeneizador 

Ultraturrax® y c) pesada directa de ambas soluciones y mezcla inmediata con 

homogeneizador Ultraturrax®. El último método resultó más reproducible y fue el 

seleccionado, ya que permitía obtener valores de viscosidad con una baja variabilidad 

y la formación de geles más homogéneos. En la tabla 4.1. se detalla la composición de 

soluciones de alginato de sodio y cloruro de calcio estudiadas, así como la viscosidad 

determinada y su aspecto macroscópico. En la Figura 4.1. se muestra la representación 

gráfica de las viscosidades, donde se observa claramente en  las mezclas que contienen 

un 1% de alginato de sodio (línea azul) el aumento de la viscosidad producido por la 

gelificación, cuando aumenta el porcentaje de cloruro de calcio. 

Tabla 4.1. Viscosidad y aspecto macroscópico de mezclas de alginato de sodio y cloruro de 

calcio preparadas por mezcla inmediata de una solución de alginato de sodio y una solución de 

cloruro de calcio y homogeneización con ultraturrax a 8000 rpm durante 30 segundos, a 25ºC. 

Composición de las muestras 
Viscosidad 

(mPa.s) 

Aspecto 
macroscópico 

Alginato de sodio 

(%) 

CaCl2 

(%) 

1 0 20,92 ± 1,60 Solución coloidal 
2 0 85,29 ± 0,59 Gel 

0,06 0,1 2,62 ± 0,08 Solución coloidal 
0,25 0,1 9,97 ± 0,18 Solución coloidal 
0,50 0,1 77,49 ± 1,09 Gel 
0,75 0,1 141,25 ± 2,33 Gel 

1 

0,005 20,56 ± 0,03 Solución coloidal 
0,015 19,55 ± 0,20 Solución coloidal 
0,025 19,55 ± 0,08 Solución coloidal 
0,03 18,86 ± 0,04 Solución coloidal 

0,035 18,02 ± 0,15 Solución colloidal 
0,05 47,57 ± 1,50 Gel 

0,075 202,40 ± 0,71 Gel 
0,1 330,35 ± 7,85 Gel 
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Figura 4.1. Representación gráfica de las viscosidades de mezclas de soluciones de alginato de 

sodio en función de la concentración de cloruro de calcio, a 25ºC. 

 

Se observó una clara influencia de la concentración de cloruro cálcico en la viscosidad y 

el aspecto de las mezclas.  Las mezclas que contenían una concentración de alginato 

superior al 2% se desestimaron, debido al notable aumento de viscosidad que se 

observaba al incorporar una mínima concentración de cloruro cálcico. Entre las 

mezclas que contenían un 1% de alginato sódico, concentraciones superiores al 0,05% 

de cloruro de calcio daban lugar a una notable gelificación y se consideraron 

inadecuadas para los objetivos de la investigación. Se seleccionó la mezcla con un 1% 

de alginato y un 0.015% de cloruro cálcico por encontrarse claramente dentro de la 

zona de soluciones coloidales y permitir su incorporación posterior a las emulsiones 

altamente concentradas. Se consideraron concentraciones de alginato inferiores al 1%  

para la preparación de nanopartículas de alginato a partir de nano-emulsiones W/O 

debido a la baja proporción de componente acuoso en estas formulaciones. Se 

consideraron concentraciones de alginato superiores al 1% para la preparación de 

materiales porosos y nanopartículas a partir de emulsiones altamente concentradas, 

ya que la preparación de materiales porosos requiere una mínima concentración de 

alginato. En la Figura 4.2. se muestra el aspecto visual de algunas soluciones coloidales  

y geles de alginato sódico y cloruro cálcico así como la mezcla seleccionada para la 
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preparación de emulsiones altamente concentradas como sistemas de liberación de 

fármacos.  

 

 
a) Soluciones coloidales 

 
b) Geles 

Figura 4.2. Aspecto macroscópico de: a) soluciones coloidales y b) geles de alginato de sodio 

y cloruro de calcio. La muestra marcada con un punto negro es la mezcla seleccionada para 

la preparación de emulsiones altamente concentradas como sistemas de liberación de 

fármacos. 

Se estudió la preparación de la mezcla seleccionada para la preparación de 

emulsiones altamente concentradas como sistemas de liberación de fármacos por 

otros métodos, tal como la incorporación gota a gota de la solución de cloruro 
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cálcico a la solución de alginato y viceversa y la viscosidad permaneció dentro de la 

correspondiente a las soluciones coloidales sin gelificar con ninguno de los métodos 

ensayados.  El pH de estas mezclas se mantuvo en el rango de 6,6 a 6,9.  

 

4.2. Preparación y caracterización de emulsiones 

altamente concentradas basadas en alginato y estudios 

de incorporación y liberación de fármacos 

 

Las emulsiones altamente concentradas (HIPREs) han sido estudiadas por nuestro 

grupo de investigación como sistemas de liberación controlada de fármacos  (Calderó, 

2010 y 2012; Llinàs, 2013) y como medios de compartimentalizados de reacción para la 

obtención de materiales porosos (Esquena 2003; Miras, 2013a; Gosh, 2011; Roig, 

2016). La reticulación de alginato de sodio con cloruro de calcio obteniendo mezclas de 

baja viscosidad, tal como se ha detallado en el apartado anterior, ofrece la posibilidad 

de añadir dicho polímero en emulsiones altamente concentradas y estudiar la 

influencia de los métodos de incorporación de alginato y de cloruro de calcio en las 

cinéticas de liberación de un fármaco modelo desde dichas emulsiones para lograr 

nuevos sistemas de liberación controlada con una elevada biocompatibilidad. El 

método de gelificación externa de alginato, también conocido como método de 

difusión, consiste añadir gota a gota una solución de alginato a una solución de cloruro 

cálcico (Paques, 2014). De este modo, los cationes calcio difunden desde la fase 

continua al interior de las gotas de alginato y forman una matriz de alginato gelificado. 

El método de gelificación externa o difusión se caracteriza por una rápida gelificación 

que generalmente da lugar a geles poco homogéneos, más gelificados en la parte 

externa y menos en el centro de las gotas de alginato (Skjak-Braek, 1989). La aplicación 

del método de gelificación externa de alginato en un medio altamente 

compartimentalizado como son las emulsiones altamente concentradas ofrece nuevas 

posibilidades para la obtención de materiales que permitan la liberación controlada de 

fármacos. 
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 4.2.1. Preparación de emulsiones altamente concentradas  

Para estudiar la incorporación de alginato de sodio y cloruro de calcio en emulsiones 

altamente concentradas se seleccionaron sistemas agua/tensioactivo/componente 

oleoso adecuados para uso farmacéutico que dieran lugar a HIPREs W/O y O/W a 

temperatura ambiente. Partiendo de estudios previos realizados por nuestro grupo de 

investigación se escogieron sistemas con una amplia zona de formación de HIPREs. Los 

sistemas seleccionados fueron agua/ Cremophor WO7/parafina líquida para las HIPREs 

W/O (Calderó, 2010)  y agua/Cremophor RH455/Miglyol 812 para las HIPREs O/W 

(Roig, 2016). En la selección de los sistemas se tuvo en consideración la 

biocompatibilidad de los componentes y la posibilidad de eliminar el tensioactivo y el 

componente oleoso  con disolventes aceptables para uso farmacéutico, fácilmente 

eliminables y de baja toxicidad. Esta última propiedad es especialmente importante en 

la preparación de materiales porosos a partir de HIPREs. En las Figuras 4.3. y 4.4. se 

muestran los sistemas seleccionados y las zonas de formación de HIPREs W/O y O/W. 

 
Figura 4.3. Zona de formación de emulsiones no fluidas de tipo W/O en el sistema 

agua/Cremophor WO7/parafina líquida a 25ºC. La región señalada con color más intenso 
corresponde a la zona de formación de HIPREs (fase dispersa>74%) (Roig, 2016). 

 

Agua Agua Agua 
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Figura 4.4. Zona de formación de emulsiones no fluidas de tipo O/W en el sistema 

agua/Cremophor RH455/Miglyol 812 a 25ºC. La región señalada con color más intenso 
corresponde a la zona de formación de HIPREs (fase dispersa>74%) (Roig, 2016). 

 

Se estudió la solubilidad del alginato sódico en los componentes oleosos, parafina 

líquida y Miglyol 812, y se comprobó que el alginato es prácticamente insoluble en 

ambos excipientes, mostrando una solubilidad preferencial por el agua. 

 

4.2.1.1. Preparación de HIPREs W/O e incorporación de 

fármacos 

Se han preparado emulsiones altamente concentradas del sistema agua/Cremophor 

WO7/parafina líquida a 25ºC, siguiendo el método de las adiciones sucesivas descrito 

en el apartado 3.3.2.1. En la tabla 4.2 se indica la composición de las HIPREs W/O 

estudiadas. Las composiciones indicadas en la tabla 4.2. corresponden a las utilizadas 

en la preparación de las HIPREs, sin embargo la concentración final de agua, alginato 

de sodio y cloruro de calcio en la HIPRE final es ligeramente inferior a la indicada ya 

que el componente acuoso es el 83% del total de la HIPRE; por tanto, un 1% de 

solución de alginato de sodio utilizado en la preparación de la HIPRE representa 

aproximadamente un 0,83% en la formulación final y una solución al 0,015% de cloruro 

Agua 
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de calcio representa un aproximadamente un 0,01245% de cloruro de calcio en la 

formulación final. La concentración de los principios activos indicada en la tabla es 

exactamente la concentración final en la HIPRE. En primer lugar se prepararon HIPREs 

con distintas proporciones de agua (90% y 83%) para varias relaciones componente 

oleoso (O) /tensioactivo (S) (parafina líquida/Cremophor WO7). Se estudió la 

estabilidad de las mismas por observación visual directa durante tres meses a 25ºC y 

por microscopía óptica. La fluidez de las muestras o la separación de fases son 

indicativas de pérdida de estabilidad. De este modo se constató que las HIPREs que 

contenían un 90% de agua para todas las relaciones O/S estudiadas (HIPREs HWO1 y 

HWO2) y un 83% de agua para relaciones O/S 10/90, 30/70 y 90/10 (HIPREs HWO3, 

HWO4 y HWO5) se fluidificaban en un periodo de tiempo inferior a tres meses desde 

su preparación. La HIPRE HWO6, con un 83% de agua y una relación O/S 70/30 resultó 

ser la más estable y se seleccionó para estudios posteriores. En la figura 4.5 se muestra 

el aspecto visual de la HIPRE HWO6 y su localización en el diagrama ternario.  

Tabla 4.2. Composición de las HIPREs W/O estudiadas* 

HIPRE W/O 
O/S 

Relación 
en peso 

Componente acuoso 
Principios 

activos 
Observaciones 

Agua 
%  

Alginato 
sódico 

% 

CaCl2 
% 

Keto 
% 

Clinda 
% 

HWO1 30/70 90     Baja estabilidad 

HWO2 70/30 90     Baja estabilidad 

HWO3 10/90 83     Baja estabilidad 

HWO4 30/70 83     Baja estabilidad 

HWO5 90/10 83     Baja estabilidad 

HWO6 70/30 83     Alta estabilidad 

HWO6A 70/30 83 1     

HWO6C 70/30 83  0,015    

HWO6CA 70/30 83 1 0,015   1º CaCl2 

HWO6AC 70/30 83 1 0,015   1º alginato 

HWO6ac 70/30 83 1 0,015   Sol. AlginatoCa 

HWO6K 70/30 83   0,25   

HWO6AK 70/30 83 1  0,25   

HWO6acK 70/30 83 1 0,015 0,25  Sol. AlginatoCa 

HWO6Clin 70/30 83    0,25  

HWO6AClin 70/30 83 1   0,25  

HWO6acClin 70/30 83 1 0,015  0,25 Sol. AlginatoCa 

*Todos los porcentajes indicados son peso/peso 
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Figura 4.5. Aspecto macroscópico de la HIPRE HWO6 a 25ºC y su localización en el diagrama 

ternario (punto rojo). 

 

Después de seleccionar la composición con un 83% de agua y una relación O/S 70/30 

en peso, se estudió la sustitución del agua por diversos componentes acuosos: 

solución acuosa de alginato de sodio al 1% (HIPRE HWO6A), solución de cloruro de 

calcio al 0,015%  (HIPRE HWO6C) y la mezcla de estos dos componentes, incorporados 

de distintas maneras. En la HIPRE HWO6CA se adicionó a la mezcla de tensioactivo y 

componente oleoso una solución de cloruro de calcio gota a gota y bajo agitación 

constante y, a continuación, una solución de alginato de sodio.  En la HIPRE HWO6AC 

se adicionó a la mezcla de tensioactivo y componente oleoso una solución de alginato 

de sodio gota a gota y bajo agitación constante y, a continuación, una solución de 

cloruro de calcio. En la HIPRE HWO6ac se adicionó a la mezcla de tensioactivo y 

componente oleoso una mezcla de alginato de sodio y cloruro de calcio preparado 

previamente, siempre gota a gota y bajo agitación constante. La incorporación de 

solución de cloruro de calcio como componente acuoso causó una fluidificación de las 

emulsiones, por lo que las HIPREs que contenían dicho componente acuoso se 

descartaron para estudios posteriores. Sin embargo, la presencia de alginato de sodio 

o la mezcla de alginato y cloruro de calcio no supuso ningún tipo de desestabilización 

en las HIPREs obtenidas, que conservaron su aspecto macroscópico y viscosidad 
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característica, sin indicios de separación de fases o fluidificación durante más de 5 

meses.  

 

De acuerdo con estos resultados se incorporó un fármaco lipófilo, ketoprofeno, en un 

0,25% y un fármaco hidrófilo, hidrocloruro de clindamicina, también en un 0,25%, a las 

emulsiones que contenían como componente acuoso agua (HIPREs HWO6K y 

HWO6Clin), alginato (HIPREs HWO6AK y HWO6AClin) y a las que contenían la mezcla 

de alginato de sodio y cloruro de calcio (HIPREs HWO6CAK, HWOACK, HWO6acK y 

HWO6acClin), con la finalidad de estudiar los perfiles de liberación de dichos principios 

activos a soluciones receptoras y poder así evaluar la influencia del alginato libre o 

reticulado en la difusión molecular de los fármacos. El ketoprofeno se disolvió en la 

mezcla de componente oleoso y tensioactivo antes de preparar la emulsión y el 

hidrocloruro de clindamicina se disolvió en el componente acuoso: agua,  solución 

acuosa de alginato  o mezcla de alginato de sodio y cloruro de calcio, y se incorporó 

gota a gota a la mezcla de componente oleoso y tensioactivo. La incorporación de 

ketoprofeno o hidrocloruro de clindamicina no supuso ninguna alteración 

macroscópica en la estabilidad de las HIPREs y no se observó ni fluidificación ni 

separación de fases durante más de 5 meses de estudio. 

 

4.2.1.2. Preparación de HIPREs O/W e incorporación de 

fármacos 

Se han preparado emulsiones altamente concentradas del sistema agua/Cremophor 

RH455/Miglyol 812 a 25ºC, siguiendo el método de las adiciones sucesivas descrito en 

el apartado 3.3.2.1. Con la finalidad de comparar las HIPREs O/W con las W/O descritas 

en el apartado anterior, se fijó la concentración de fase interna (en este caso Miglyol 

812) en un 83%. En la tabla 4.3 se indica la composición de las HIPREs O/W estudiadas. 

Las composiciones indicadas en la tabla 4.3. corresponden a las utilizadas en la 

preparación de las HIPREs, sin embargo la concentración final de agua, alginato de 

sodio y cloruro de calcio en la HIPRE final es inferior a la indicada ya que el 

componente acuoso es el 13,6% del total de la HIPRE, por tanto, un 1% de solución de 

alginato de sodio utilizado en la preparación de la HIPRE representa aproximadamente 
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un 0,136% en la formulación final y una solución al 0,015% de cloruro de calcio 

representa aproximadamente un 0,00204% de cloruro de calcio en la formulación final. 

La concentración de los principios activos indicada en la tabla es exactamente la 

concentración final en la HIPRE.  

En primer lugar se prepararon HIPREs con un 83% de Miglyol 812 para varias 

relaciones componente acuoso/tensioactivo (agua/Cremophor RH455). Se estudió la 

estabilidad de las mismas por observación visual directa durante tres meses a 25ºC y 

por microscopía óptica. La fluidez de las muestras o la separación de fases son 

indicativas de pérdida de estabilidad. De este modo se constató que las HIPREs que 

contenían un 83% con componente oleoso para algunas de las relaciones W/S 

estudiadas (HIPREs HOW1 y HOW3) se fluidificaban en un periodo de tiempo inferior a 

tres meses desde su preparación. La HIPRE HOW2, con un 83% de componente oleoso 

y una relación W/S 80/20 resultó ser la más estable y se seleccionó para estudios 

posteriores. En la figura 4.6. se muestra el aspecto visual de la HIPRE HOW2 y su 

localización en el diagrama ternario. 

Tabla 4.3. Composición de las HIPREs O/W estudiadas. 
 

HIPRE O/W 
W/S 

Relación 
en peso 

Componente acuoso 
Principios 

activos 
Observaciones 

Agua  
% 

Alginato 
sódico  

% 

CaCl2 

 % 
Keto 

% 
Clinda 

% 

HOW1 95/5 16,15     Baja estabilidad 

HOW2 80/20 13,60     Alta estabilidad 

HOW3 67/33 11,39     Baja estabilidad 

HOW2A 80/20 13,60 1     

HOW2C 80/20 13,60  0,015    

HOW2AC 80/20 13,60 1 0,015   1º alginato 

HOW2ac 80/20 13,60 1 0,015   Sol. alginatoCa 

HOW2K 80/20 13,60   1,5   

HOW2ACK 80/20 13,60 1 0,015 1,5  1º alginato 

HOW2acK 80/20 13,60 1  0,015 1,5  Sol. alginatoCa 

HOW2Clin 80/20 13,60    1,5  

HOW2AClin 80/20 13,60 1   1,5  

HOW2ACClin 80/20 13,60 1 0,015  1,5 1º alginato 

HOW2acClin 80/20 13,60 1 0,015  1,5 Sol. alginatoCa 

*Todos los porcentajes indicados son peso/peso 
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Figura 4.6. Aspecto macroscópico de la HIPRE HOW2 a 25ºC y su localización en el diagrama 

ternario (punto rojo). 

 

Después de seleccionar la composición con un 83% de Miglyol 812 y una relación W/S 

80/20 en peso, se estudió la sustitución del agua por diversos componentes acuosos: 

solución acuosa de alginato de sodio al 1% (HIPRE HOW2A), solución de cloruro de 

calcio al 0,015%  (HIPRE HOW2C) y la mezcla de estos dos componentes, incorporados 

de distintas maneras. En la HIPRE HOW2A se adicionó Miglyol, gota a gota y bajo 

agitación constante, a la mezcla de tensioactivo y solución de alginato de sodio.  En la 

HIPRE HOW2C se adicionó Miglyol, gota a gota y bajo agitación constante, a la mezcla 

de tensioactivo y solución de cloruro de calcio. En la HIPRE HOW2AC se adicionó 

Miglyol, gota a gota y bajo agitación constante, a la mezcla de tensioactivo y solución 

de alginato (50% de la fase acuosa) y una vez incorporado el Miglyol se añadió gota a 

gota y bajo agitación constante la solución de cloruro de calcio (el 50% restante de fase 

acuosa). En la HIPRE HOW2ac se adicionó Miglyol gota a gota y bajo agitación 

constante a la mezcla constituída por  tensioactivo y la mezcla de alginato de sodio y 

cloruro de calcio preparada previamente.  La presencia de alginato de sodio o la 

mezcla de ambos componentes no produjo desestabilización en las HIPREs obtenidas, 

que conservaron su aspecto macroscópico y viscosidad característica, sin indicios de 

separación de fases o fluidificación durante más de 5 meses.  
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De acuerdo con estos resultados se incorporó un fármaco lipófilo, ketoprofeno, en un 

1,5% y un fármaco hidrófilo, hidrocloruro de clindamicina, también en un 1,5%, a las 

emulsiones que contenían como componente acuoso agua (HIPREs HOW2K y 

HOW2Clin),  alginato (HIPREs HOW2AK y HOW2AClin) y a las que contenían la mezcla 

de alginato de sodio y cloruro de calcio (HIPREs HOW2acK y HOW2acClin), con la 

finalidad de estudiar los perfiles de liberación de dichos principios activos a soluciones 

receptoras y poder así evaluar la influencia del alginato libre o reticulado en la difusión 

molecular de los fármacos. El ketoprofeno se disolvió en el componente oleoso antes 

de preparar la emulsión y el hidrocloruro de clindamicina se disolvió en el componente 

acuoso: agua, solución acuosa de alginato o en la mezcla de alginato y cloruro de 

calcio. La incorporación de ketoprofeno o hidrocloruro de clindamicina no supuso 

ninguna alteración macroscópica en la estabilidad de las HIPREs y no se observó ni 

fluidificación ni separación de fases durante más de 3 meses de estudio. 

 

4.2.2. Caracterización de emulsiones altamente concentradas 

Las emulsiones preparadas se caracterizaron mediante microscopía óptica y 

electrónica y se estudió su comportamiento reológico. A continuación se detallan los 

resultados obtenidos con las emulsiones altamente concentradas W/O y O/W. 

 

4.2.2.1. Caracterización de HIPREs W/O  

Caracterización microscópica de HIPREs W/O 

 

Se ha intentado determinar el tamaño de gotas de HIPREs W/O mediante microscopía 

óptica. En la Figura 4.7. se observan microfotografías de las emulsiones con una 

relación O/S 70/30 en peso y un 83% de componente acuoso. En dicha figura se 

muestran las microfotografías de las HIPREs que contienen agua como componente 

acuoso (HIPRE HWO6) (a), solución de alginato de sodio al 1% en peso como 

componente acuoso (HIPRE HWO6A) (b), mezcla de alginato de sodio y cloruro de 

calcio como componente acuoso (HIPRE HWO6ac) (c) y mezcla de solución de alginato 



 118 

  

de sodio y cloruro de calcio como componente acuoso y un 0,25% de ketoprofeno 

(HIPRE HWO6acK) (d).   
 

       

 

       
 

Figura 4.7. Microfotografías de HIPREs W/O que contienen: a) agua como componente acuoso 

(HIPRE HWO6), b) solución de alginato de sodio al 1% en peso como componente acuoso 

(HIPRE HWO6A), c) mezcla solución de alginato de sodio y cloruro de calcio como componente 

acuoso (HIPRE HWO6ac)  y d) solución de alginato de sodio y cloruro de calcio como 

componente acuoso y ketoprofeno 0.25% en peso (HIPRE HWO6acK). 

 

 

Debido al pequeño tamaño de las gotas de estas emulsiones es difícil su 

caracterización por microscopía óptica, por lo que se procedió a su caracterización 

mediante microscopía electrónica, concretamente mediante la técnica de criofractura 

(crio-SEM). En la Figura 4.8 se observan microfotografías de las mismas emulsiones 

anteriormente estudiadas mediante microscopía óptica, con una relación O/S 70/30 en 

peso y un 83% de componente acuoso. En dicha figura se muestran las 

microfotografías de las HIPREs que contienen agua como componente acuoso (HIPRE 

HWO6) (a), solución de alginato de sodio al 1% en peso como componente acuoso 

(HIPRE HWO6A) (b), mezcla de alginato de sodio y cloruro de calcio como componente 

acuoso (HIPRE HWO6ac) (c) y mezcla de solución de alginato de sodio y cloruro de 

a) b) 

c) d) 
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b) 
 

calcio como componente acuoso y un 0,25% de ketoprofeno (HIPRE HWO6acK) (d). En 

todos los casos se puede observar la estructura de las emulsiones altamente 

concentradas que se caracteriza por gotas poliédricas polidispersas separadas por una 

fina capa de fase continua. Las zonas grises que aparecen se deben a los restos de 

componente oleoso sobre la rejilla del microscopio. Sobre las microfotografías se han 

indicado los tamaños de algunas gotas, que permiten constatar la elevada 

polidispersidad característica de dichas emulsiones. La presencia de alginato provoca 

un cambio en el aspecto microscópico de las emulsiones, pudiéndose observar una 

suave capa cubriendo las gotas, que disminuye la nitidez de las mismas.  En todos los 

casos los tamaños de gota son inferiores a la micra, oscilando entre decenas de 

nanómetros hasta más de 600 nm. 

  

    
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

                                                                                                       

 
 
 
 
 
 

Figura 4.8. Microfotografías SEM de HIPREs W/O que contienen: a) agua como componente 

acuoso (HIPRE HWO6), b) solución de alginato de sodio al 1% en peso como componente 

acuoso (HIPRE HWO6A), c) mezcla solución de alginato de sodio y cloruro de calcio como 

componente acuoso (HIPRE HWO6ac)  y d) solución de alginato de sodio y cloruro de calcio 

como componente acuoso y ketoprofeno 0.25% en peso (HIPRE HWO6acK). 

 

a) 
 

d) 
 

c) 
 



 120 

  

Caracterización reológica de HIPREs W/O 

  

Conocer las propiedades reológicas de las emulsiones altamente concentradas es 

importante para la posterior aplicación de las mismas, pero, además permite 

interpretar el proceso de reticulación del alginato con cloruro de calcio y la influencia 

de los componentes en las características físicas de las formulaciones. Las distintas 

HIPREs  preparadas tienen aspecto de gel y se determinó su viscosidad en función del 

tiempo, para evaluar el efecto que tiene la incorporación de alginato de sodio en la 

fase acuosa, así como la reticulación del alginato de sodio y cloruro de calcio en 

diferente orden de adición y así poder relacionarlo posteriormente con los procesos de 

incorporación y liberación de principios activos.  Se estudió el cambio de viscosidad 

con el tiempo cuando  el componente acuoso es una solución de alginato al 1% (HIPRE 

HWO6A), o una mezcla de alginato de sodio y cloruro de calcio. En este último caso se 

estudió la influencia en la viscosidad de la HIPRE resultante cuando se cambia el orden 

de adición del componente acuoso a la mezcla de componente oleoso y tensioactivo: 

primero se añade la solución de cloruro de calcio y después la solución de alginato de 

sodio (HIPRE HWO6CA) y al revés (HIPRE HWO6AC). En la Figura 4.9. se muestran las 

curvas de viscosidad obtenidas en función del tiempo. Los valores de viscosidad más 

bajos se obtienen para las HIPREs que sólo contienen agua (HIPRE HWO6) en la fase 

acuosa  (línea azul)  y los valores más elevados se obtienen con las HIPREs que 

contienen la solución de alginato al 1% como componente acuoso (línea roja). Las 

HIPREs con valores intermedios de viscosidad son las que contienen como 

componente acuoso alginato de sodio y cloruro de calcio, observándose valores de 

viscosidad más altos cuando se añade primero la solución de cloruro de calcio y a 

continuación la solución de alginato (línea amarilla) que cuando se incorpora primero 

la solución de alginato y después la de cloruro de calcio (línea negra). Estos valores 

indican en primer lugar que el alginato aumenta la viscosidad de las HIPREs, situándose 

preferentemente en la fase interna debido a su solubilidad. Sin embargo la reticulación 

del alginato de sodio con cloruro de calcio disminuye los valores de viscosidad con 

respecto al alginato no reticulado y además el orden de incorporación de los 

componentes influye en las características del producto final,  siendo mayor la 
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disminución de la viscosidad cuando se añade primero el alginato que el cloruro 

cálcico, lo que hace suponer que la facilidad de difusión de los iones calcio cuando 

éstos se incorporan al final del proceso es distinta cuando el orden de incorporación 

del alginato varía, produciendo diferencias en la homogeneidad de la gelificación.  

 
 
 

Figura 4.9. Cambios de viscosidad en función del tiempo de HIPREs W/O con distintos 

componentes acuosos y variando el orden de incorporación de la solución de alginato de sodio 

y de cloruro de calcio. 

 
 

Para interpretar mejor los resultados de viscosidad obtenidos con las diferentes HIPREs 

se determinó el módulo elástico (G’) y el módulo viscoso (G’’). El módulo elástico G’ 

está relacionado con el cambio de forma que experimenta un material bajo la acción 

de esfuerzos de cizalla y permite cuantificar el comportamiento reológico de las 

emulsiones y geles (Ferry, 1980). En la Figura 4.10. se muestran los valores obtenidos 

para cada HIPRE en función de la frecuencia.   Los procesos anteriormente descritos  

en la Figura 4.9. se consolidan al analizar los módulos elásticos  (G´) y los módulos 

viscosos (G´´) que se presentan en la figura 4.10. 
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Figura 4.10. Representación del módulo elástico G´(Pa) y del módulo viscoso G´´(Pa) en función 

de la frecuencia para HIPREs W/O  con distintos componentes acuosos y variando el orden de 

incorporación de la solución de alginato de sodio y de cloruro de calcio.  

 
En todos los casos el módulo el módulo elástico (G’) es superior al módulo viscoso 

(G’’), observándose una zona de viscoelasticidad lineal similar. Cabe destacar que los 

valores del módulo viscoso (G’’) son similares para las cuatro HIPREs (inferiores a 500 

Pa), sin observarse diferencias importantes en función de la composición del medio 

acuoso o del orden de incorporación del alginato de sodio y del cloruro de calcio. Sin 

embargo, se observan grandes diferencias en el módulo elástico (G’), siendo los 
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valores más bajos para la HIPRE cuyo componente acuoso es agua (HIPRE HWO6) 

(línea rosa), los valores más elevados (alrededor de 3000 Pa) para la HIPRE cuyo 

componente acuoso es la solución de alginato al 1% (HIPRE HWO6A) (línea amarilla) y 

obteniéndose valores intermedios cuando el componente acuoso está constituído por 

una mezcla de solución de alginato y de cloruro de calcio, observándose los valores 

más elevados (alrededor de 2000 Pa) cuando se incorpora primero el cloruro de calcio 

(HIPRE HWO6CA) (línea violeta) que cuando se incorpora primero el alginato 

(alrededor de 1000 Pa) (HIPRE HWO6AC) (línea verde). Este comportamiento indica 

que la presencia del cloruro de calcio fluidifica al sistema, en comparación con las 

HIPREs que contienen sólo alginato,  pues las propiedades elásticas propias de los 

sólidos disminuyen y aumenta ligeramente las propiedades viscosas una característica 

de los fluidos en general. Por otra parte, una mayor reticulación debería traducirse en 

un aumento del módulo elástico, tal como se observa con otros polímeros descritos en 

la bibliografía (Roig, 2013).  De ello se deduce que la reticulación es mayor cuando se 

incorpora primero el cloruro de calcio y después el alginato (valores superiores de G’) y 

la disminución de la viscosidad en relación a las HIPREs que contienen sólo alginato 

podría atribuirse a un fenómeno de desestabilización de la emulsión provocado por el 

cloruro de calcio, tal y como se ha podido constatar macroscópicamente en las HIPREs 

que contenían solución de cloruro de calcio como componente acuoso.  

 

4.2.2.2. Caracterización de HIPREs O/W  

 

Caracterización microscópica de HIPREs O/W 

 
Se ha determinado el tamaño de gotas de HIPREs O/W mediante microscopía óptica. El 

tamaño microscópico de las gotas de dichas emulsiones ha permitido caracterizarlas 

por microscopía óptica y realizar un estudio de distribución de tamaños de las gotas a 

partir de las imágenes obtenidas. Cabe destacar que el tamaño de estas HIPREs es 

considerablemente mayor que el tamaño de las HIPREs W/O descritas en los apartados 

anteriores, lo que se puede relacionar con una concentración de tensioactivo inferior 

en las HIPREs O/W (3,4%) con respecto a las HIPREs W/O (5,1%). A continuación se 
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muestran las microfotografías de HIPREs O/W con una relación W/S 80/20 en peso y 

un 83% de componente oleoso (Miglyol 812), así como los gráficos de distribución de 

tamaños de gotas. Igual como se ha realizado con las HIPREs W/O se ha variado la 

composición del componente acuoso, que en las HIPREs O/W constituye la fase 

externa. En la Figura 4.11. se muestran los resultados de la HIPRE cuyo componente 

acuoso es agua (HIPRE HOW2), en la Figura 4.12. se muestran los resultados de la 

HIPRE cuyo componente acuoso es una solución de alginato al 1% en peso (HIPRE 

HOW2A), la Figura 4.13. corresponde a la HIPRE con un componente acuoso 

constituído por una solución de cloruro de calcio (HIPRE HOW2C), en la Figura 4.14. se 

muestran los resultados de una HIPRE cuyo componente acuoso es una mezcla de 

solución de alginato de sodio y cloruro de calcio (HIPRE HOW2ac) y finalmente, la 

Figura 4.15. corresponde a una HIPRE con un componente acuoso constituído por la 

mezcla de alginato y cloruro de sodio a la que se ha incorporado un 1,5% de 

ketoprofeno en la fase interna (HIPRE HOW2acK).   

En la Figura 4.11. se observa la estructura poliédrica característica de las gotas de las 

HIPREs y una gran polidispersidad. El tamaño medio de las gotas es de 40 µm, 

observándose gotas de 4 µm y alguna superior a 100 µm, lo que se puede atribuir a la 

baja concentración de tensioactivo (3,4%) y al método de preparación. El tamaño de 

gota de esta HIPRE es grande en comparación con otras HIPREs del mismo sistema 

descritas en la bibliografía (Roig, 2016), que poseen una mayor concentración de 

tensioactivo (7,5-12,5%). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.11. Distribución de tamaños de gota y microfotografía de HIPRE O/W que contiene 

agua como componente acuoso (HIPRE HOW2). El tamaño de gota  promedio es 40±12 μm. 

 

4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92 100

Diameter [microns]
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La incorporación de una solución de alginato al 1% como fase acuosa se traduce en 

una disminución del tamaño de gota de la emulsión formada, tal como se observa al 

analizar la microfotografía de la figura 4.12. siendo el tamaño medio 24 μm y 

pudiéndose observar gotas pequeñas, de 3 µm, y las gotas más grandes inferiores a 70 

µm. Este efecto de disminución de tamaño de gota con respecto a la HIPRE que 

contiene sólo agua podría atribuirse al aumento de viscosidad producido por el 

alginato que aumenta la cizalla aun aplicando la misma velocidad y tiempo de 

agitación.  

3 9 15 21 27 33 39 45 51 57 63 69

Diameter [microns]
  

Figura 4.12. Distribución de tamaños de gota y microfotografía de HIPRE O/W que contiene 

una solución de alginato de sodio al 1% en peso como componente acuoso (HIPRE HOW2A). El 

tamaño de gota  promedio es 24±9μm. 

 
La incorporación de una solución de cloruro de calcio como componente acuoso 

también supone una disminución del tamaño de gota con respecto a la HIPRE que 

contenía sólo agua, tal como se muestra en la Figura 4.13.  El tamaño promedio de las 

gotas de la HIPRE es 22 µm y disminuye ligeramente la polidispersidad, pudiéndose 

observar gotas de un tamaño que oscila entre las 12 y las 36 micras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
   

Figura 4.13. Distribución de tamaños de gota y microfotografía de HIPRE O/W que contiene 

una solución de cloruro de calcio como componente acuoso (HIPRE HOW2C). El tamaño de gota  

promedio es 22±6μm. 
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La reticulación de la fase externa producida por la mezcla de solución de alginato de 

sodio y cloruro de calcio supone una mayor disminución del tamaño de las gotas 

probablemente por un aumento de la estabilidad. En la Figura 4.14. se observa la 

distribución de los tamaños de gota y el aspecto microscópico de la HIPRE. El tamaño 

medio es de 15 µm, con gotas desde 5 hasta 50 µm aproximadamente.  

 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
Figura 4.14. Distribución de tamaños de gota y microfotografía de HIPRE O/W que contiene 

una mezcla de solución de alginato de sodio y de cloruro de calcio como componente acuoso 

(HIPRE HOW2ac). El tamaño de gota  promedio es 15±5μm. 

 

Por último, la incorporación de un principio activo lipófilo como el ketoprofeno en la 

fase interna de la HIPRE anterior no supone ninguna variación significativa en el 

tamaño de las gotas, tal y como se observa en la Figura 4.15. El valor de tamaño 

promedio es de 15 µm, con diámetros que oscilan entre 5 y 45 µm.    
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Figura 4.15. Distribución de tamaños de gota y microfotografía de HIPRE O/W que contiene 

una mezcla de solución de alginato de sodio y de cloruro de calcio como componente acuoso y 

un 1,5% de ketoprofeno (HIPRE HOW2acK). El tamaño de gota  promedio es 16±4μm. 
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Caracterización reológica de HIPREs O/W 

 

Se realizó un estudio reológico de las HIPREs O/W para poder interpretar la influencia 

de los componentes de la fase externa. En la figura 4.16. se indican los valores de 

viscosidad en función del tiempo de una HIPRE cuyo componente acuoso es agua y 

otra HIPRE cuyo componente acuoso es la mezcla de alginato de sodio y cloruro de 

calcio. No se efectuaron estudios sobre el orden de incorporación de los componentes 

acuosos debido a la baja proporción de los mismos. Las diferencias de viscosidad entre 

ambas emulsiones son mínimas (líneas rojas en la Figura 4.16) en comparación con las 

grandes diferencias observadas  en las HIPREs W/O, donde la incorporación de alginato 

o de las mezclas de alginato de sodio y cloruro de calcio suponía un incremento en la 

viscosidad. La concentración de dichos componentes (muy inferior en las HIPREs O/W 

que en las HIPREs W/O) y la localización de los mismos en la fase interna (HIPREs W/O) 

o en la fase externa (HIPREs O/W) parece determinante para explicar su 

comportamiento reológico. También cabe destacar que la viscosidad de las HIPREs 

O/W es muy inferior a la de las HIPREs W/O como se puede ver en la figura 4.16 , en la 

cual  se observa que los valores de viscosidad de las ambos tipos de emulsiones 

cuando solo contiene agua no difieren mucho y están en alrededor de 150 a 250 Pa.s 

pero cuando se añade alginato de sodio en solución y se mezcla con solución de 

cloruro de calcio, la viscosidad de las emulsiones W/O aumenta considerablemente de 

valores que van de los 250 Pa.s para las HIPREs W/O que solo contienen agua hasta 

alrededor de los 1300 a los 2400 para aquellas HIPREs W/O con mezcla de alginato de 

sodio y cloruro de calcio en solución.  
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Figura 4.16. Cambios de viscosidad en función del tiempo de HIPREs O/W comparadas con 

HIPREs W/O  con distintos componentes acuosos. 

 
 
Como resumen de la formación y caracterización de las HIPREs W/O y O/W con 

distintos componentes acuosos se llega a las siguientes conclusiones: 

Las HIPREs W/O estudiadas tienen tamaño nanométrico mientras que las HIPREs O/W 

tienen tamaño micrométrico. Este hecho se puede justificar por la menor 

concentración de tensioactivo que tienen las HIPREs O/W. 

La incorporación de cloruro de calcio a las HIPREs W/O supone una desestabilización 

de las mismas. 

La viscosidad máxima de las HIPREs W/O se obtiene cuando el componente acuoso es 

una solución de alginato de sodio y se logra una mayor viscosidad cuando se incorpora 

primero solución de cloruro de calcio y después solución de alginato que cuando el 
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orden de incorporación de ambos componentes es inverso. Probablemente, la 

reticulación del alginato en un medio compartimentalizado como son las HIPREs W/O 

tiene lugar con mayor facilidad en uno de los dos procedimientos.  

La incorporación de alginato de sodio y cloruro de calcio a las HIPREs O/W supone una 

disminución del tamaño de partícula. El efecto en la viscosidad de la emulsión no es 

tan notable como en las HIPREs W/O debido a la baja proporción del componente 

acuoso que constituye la fase externa. 

 

4.2.3. Estudios de liberación de fármacos desde emulsiones 

altamente concentradas  

 

Se ha estudiado la difusión de dos principios activos, ketoprofeno y clorhidrato de 

clindamicina, desde emulsiones altamente concentradas W/O y O/W con diferentes 

componentes acuosos, con el objetivo de evaluar la posible influencia del alginato en 

las cinéticas de liberación y conseguir una liberación controlada de los principios 

activos. Los estudios se han llevado a cabo mediante un sistema basado en bolsas de 

diálisis de acetato de celulosa que contenían las formulaciones y estaban sumergidas 

en un medio receptor bajo agitación moderada y a temperatura constante, tal como se 

ha descrito en el apartado 3.3.6. de la parte experimental. 

 

La elección de los principios activos se debe a sus propiedades físico-químicas (peso 

molecular y solubilidad) y al interés terapéutico para desarrollar formas farmacéuticas 

de liberación controlada. Tal como se ha indicado en la parte experimental, el 

ketoprofeno tiene un peso molecular de 254 g.mol-1 y es prácticamente insoluble en 

agua, alrededor de 0,01 mg/mL  (Sweetman, 2011). En cambio, el clorhidrato de 

clindamicina tiene un peso molecular de 461 g.mol-1 y es fácilmente soluble en agua, 

siendo su solubilidad 645,5 mg/mL (Calderó, 2010). Los pesos moleculares de ambos 

principios activos permiten su paso a través de las membranas utilizadas en los 

ensayos, con un MWCO de 12000 a 14000 Da. Dichas membranas son de acetato de 

celulosa, que es un material hidrófilo no iónico e inerte, que no ofrece dificultades al 



 130 

  

paso de los principios activos seleccionados. Las solubilidades de los dos principios 

activos son adecuadas para efectuar un estudio comparativo de su difusión al ser 

incorporados en la fase interna o en la fase externa de las emulsiones altamente 

concentradas. Ambos principios activos, debido a su estructura química, absorben la 

luz ultravioleta lo que permite su detección y cuantificación en el medio receptor 

mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y/o espectrofotometría UV-

visible. 

 

Los ensayos de difusión se realizaron durante periodos de tiempo que oscilaron desde 

un mínimo de 6 horas hasta un máximo de 25 horas. La solución receptora 

seleccionada para los estudios de liberación fue una solución reguladora de fosfatos 

(PBS) con un pH de 7,4 ya que se cumplían condiciones sink para las concentraciones 

de principio activo en las formulaciones seleccionadas, es decir, la concentración final 

de principio activo en la solución receptora nunca sobrepasó el 10-20% de la 

concentración a saturación (Hanson, 1989; Guy, 1989). El cumplimiento de las 

condiciones sink garantiza que el proceso de difusión no está ralentizado o impedido 

por la saturación del principio activo en el medio de difusión. El ketoprofeno es 

prácticamente insoluble en agua pero debido a que su pKa es 4,0, su solubilidad 

aumenta considerablemente a pH básico, alcanzando valores de 4 mg/mL  en PBS 7,4 

(Avdeef, 2000). El pKa del clorhidrato de clindamicina es 7,7 (Harvey, 1980), que es un 

valor próximo al pH de la solución receptora por lo que no se prevé ningún tipo de 

limitación en la difusión debido a la elevada solubilidad de dicho principio activo. 

 

Se estudió la liberación de ketoprofeno y de clorhidrato de clindamicina desde HIPREs 

con distintos componentes acuosos (agua, solución de alginato sódico y solución de 

alginato sódico reticulado con cloruro de calcio) y a efectos comparativos también se 

estudió la difusión desde soluciones de ketoprofeno en PBS y en Miglyol 812, así como 

desde un hidrogel comercial que contenía un 2,5% de ketoprofeno. Las formulaciones 

seleccionadas se detallan en la tabla 4.4. Seguidamente se describen y discuten los 

resultados obtenidos. 
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Tabla 4.4. Composición de las formulaciones estudiadas en los ensayos de liberación de 

principios activos 

 

Formulaciones O/S W/S 

Componente acuoso 
Principios 

activos 

Agua 
% 

Alginato 
sódico 

% 

CaCl2 
% 

Keto 
% 

Clinda 
% 

HIPREs 
W/O 

HWO6K 

70/30 - 83 

- - 0,25 - 

HWO6AK 1 - 0,25 - 

HWO6CAK 1 0,015 0,25 - 

HWO6ACK 1 0,015 0,25 - 

HWO6acK 1 0,015 0,25 - 

HWO6Clin - - - 0,25 

HWO6AClin 1 - - 0,25 

HWO6acClin 1 0,015 - 0,25 

HIPREs 
O/W 

HOW2K 

- 80/20 13,60 

 - 1,5 - 

HOW2acK 1  0,015 1,5 - 

HOW2Clin  - - 1,5 

HOW2AClin 1 - - 1,5 

HOW2acClin 1 0,015 - 1,5 

Soluciones 

Keto PBS - 0,4 - 

Keto PBS - 0,25 - 

Keto Miglyol - 1,5 - 

Gel 
comercial 

Fastum gel® - 2,5 - 

*Todos los porcentajes indicados son peso/peso 

 

4.2.3.1. Estudios de liberación de ketoprofeno  

 

Estudios de liberación de ketoprofeno desde HIPREs W/O 

 

En primer lugar, para asegurar que el principio activo no sufría retención en la 

membrana de acetato de celulosa utilizada, se estudió la difusión de una solución de 

ketoprofeno en PBS a una solución receptora de PBS. La concentración de fármaco 

escogida fue el 0,4% en peso, que era una concentración inferior al valor de solubilidad 

máxima de dicho principio activo en PBS (4,18 mg/ml). En la Tabla 4.5. se indican los 
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porcentajes de difusión obtenidos en los tres replicados realizados y en la Figura 4.17. 

se muestra el perfil de difusión obtenido al representar el porcentaje de fármaco en el 

medio receptor en función del tiempo. 

 

 

Tabla 4.5. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, a partir de 

una solución donadora de ketoprofeno (0,4% p/p) en PBS. 

 

Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 
(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   

0 7.6 7.7 6.5 7.3 0.7 
10 19.5 21.8 20.1 20.4 1.2 
20 35.1 38.4 37.7 37.1 1.7 
35 56.0 60.2 59.7 58.6 2.3 

50 69.7 73.6 73.0 72.1 2.1 

60 74.2 77.5 77.1 76.3 1.8 
90 87.7 89.3 90.2 89.1 1.3 

150 98.6 99.5 98.9 99.0 0.4 
210 102.3 101.1 101.5 101.6 0.6 

 

 

Figura 4.17. Perfil  de difusión de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

solución de ketoprofeno al 0.4% p/p en PBS. 
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El perfil observado muestra una ligera retención por efecto de la membrana que, sin 

embargo, permite la total liberación del principio activo después de 3 horas 

aproximadamente. Los resultados se corresponden con un perfil típico de difusión a 

partir de soluciones, con una rápida liberación en las primeras horas (burst release). 

Una vez conocido el perfil de difusión del ketoprofeno desde una solución de PBS, se 

iniciaron los estudios de liberación a partir de HIPREs W/O. Se seleccionaron tres 

HIPREs: HWO6K, HWO6AK y HWO6acK. En estas HIPREs, el contenido en fase acuosa 

es elevado, 83% y la relación entre el tensioactivo (Cremophor WO7) y el componente 

oleoso (parafina líquida) es 70/30 en peso. Las diferencias entre las tres emulsiones 

radican en el componente acuoso que constituye la fase interna: en HWO6K el 

componente acuoso es agua, en HWO6AK el componente acuoso es una solución de 

alginato de sodio al 1% en peso y en HWO6acK el componente acuoso es una mezcla 

de solución de alginato de sodio al 1% y de solución de cloruro de calcio al 0,015%, de 

forma que las cadenas de alginato se encuentran reticuladas físicamente mediante los 

iones calcio.  

 

El ketoprofeno es prácticamente insoluble en agua (0,001%), muy ligeramente soluble 

en una solución de alginato al 1% (0,07%), muy ligeramente soluble en una solución de 

alginato al 1% y cloruro de calcio al 0,015% (0.049%), muy ligeramente soluble en 

parafina líquida (<0,04%); sin embargo es más soluble en la mezcla de parafina líquida 

y Cremophor WO7 (70:30) (1,8%). La concentración de ketoprofeno es el 0,25% del 

total de la emulsión, y se estima que estará preferentemente localizado en las 

interfases.   

 

En las Tablas 4.6., 4.7. y 4.8. se indican los porcentajes de liberación obtenidos en los 

tres replicados realizados para cada una de las HIPREs estudiadas y en las Figuras 4.18., 

4.19. y 4.20. se muestran los perfiles de liberación obtenidos al representar el 

porcentaje de fármaco en el medio receptor en función del tiempo. 
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Tabla 4.6. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, liberado 

desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es agua (HWO6K). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 6.9 7.2 6.9 7.0 0.2 

5 13.3 14.3 13.1 13.6 0.6 

15 20.5 21.3 20.0 20.6 0.7 

30 27.8 29.4 27.2 28.1 1.2 

60 37.2 38.9 36.7 37.6 1.2 

150 52.5 54.5 52.5 53.2 1.1 

210 60.8 61.7 60.0 60.8 0.9 

330 72.4 74.1 73.1 73.2 0.9 

1380 96.6 95.6 95.6 95.9 0.5 

 

 

Figura 4.18. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

HIPRE W/O cuyo componente acuoso es agua (HWO6K). 
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Tabla 4.7. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una solución de alginato de 

sodio al 1% (HWO6AK). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 3.1 4.7 5.0 4.3 1.0 

5 9.3 10.5 10.3 10.0 0.6 

15 16.1 17.7 16.5 16.8 0.9 

30 22.8 24.4 22.0 23.1 1.2 

60 30.2 32.5 29.4 30.7 1.6 

160 44.3 46.3 42.7 44.4 1.8 

240 53.8 55.6 52.0 53.8 1.8 

330 64.1 65.8 61.2 63.7 2.3 

1380 92.0 92.6 90.7 91.8 0.9 

 

 

Figura 4.19. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una solución de alginato de sodio al 1% (HWO6AK). 
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Tabla 4.8. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, liberado 

desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio 

al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015% (HWO6acK). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 5.7 6.4 5.6 5.9 0.4 

5 10.7 11.4 9.6 10.6 0.9 

15 16.8 17.4 14.3 16.2 1.7 

30 22.2 23.4 18.9 21.5 2.3 

60 29.1 30.8 25.0 28.3 3.0 

120 38.6 41.1 33.2 37.7 4.0 

190 46.7 50.0 37.8 44.8 6.3 

330 55.8 59.7 48.7 54.7 5.6 

1320 81.4 86.2 69.3 79.0 8.7 

 

 

Figura 4.20. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio al 1% y 

solución de cloruro de calcio al 0,015% (HWO6acK). 

 

El estudio comparativo de los resultados de liberación de ketoprofeno desde las tres 

HIPREs estudiadas, en comparación con la solución del principio activo en PBS permite 

observar una mayor retención del ketoprofeno cuando está en un medio altamente 

compartimentalizado como son las emulsiones altamente concentradas que cuando 

está en solución. En solución se alcanzaba el 100% de difusión al medio receptor 

transcurridas 3 horas, sin embargo, desde las HIPREs no se ha alcanzado este 
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porcentaje de liberación después de 22-24 horas. Comparando los tres tipos de HIPREs 

estudiados, con diferente composición en la fase interna, se observa una liberación 

más rápida del ketoprofeno cuando el componente acuoso es agua que cuando es 

alginato o alginato reticulado con calcio. Si se comparan los resultados de liberación a 

los 60 minutos, en la HIPRE que contiene agua es de 37,6% ± 1,2, en la que contiene 

alginato es 30,7% ± 1,6 y en la que contiene alginato reticulado 28,3% ± 3,0. De igual 

manera, si se comparan los resultados transcurridas 3,5 horas (330 minutos), en la 

HIPRE que contiene agua se alcanza un 73,2% ± 0,9, en la que contiene alginato un 

63,7% ± 2,3 y en la que contiene alginato reticulado un 54,7% ± 5,6. Estos resultados  

contrastan con el 100% de difusión de la solución acuosa transcurridas 3 horas. Por 

otra parte, se observa una mayor retención del ketoprofeno cuando la fase interna es 

alginato o alginato reticulado en comparación con las HIPREs cuyo componente acuoso 

es agua. La solubilidad del ketoprofeno en agua es menor que en la solución de 

alginato y alginato reticulado. Estudios previos de difusión de principios activos a partir 

de emulsiones altamente concentradas (Llinàs 2013) han mostrado que la solubilidad 

del principio activo en la fase interna es responsable de la retención del mismo en la 

emulsión. Este hecho podría explicar la mayor liberación desde las emulsiones cuya 

fase interna es agua, sin embargo no explica la mayor retención cuando la fase interna 

es alginato reticulado, ya que el ketoprofeno es más soluble en este medio que en una 

solución de alginato.  

 

Las diferencias observadas en cuanto a la liberación del ketoprofeno también se puede 

relacionar con el aumento de viscosidad de estas emulsiones que puede condicionar la 

liberación del principio activo o que parte del principio activo, aun siendo poco soluble 

en agua, quede retenido en la matriz de alginato. Cabe destacar que la viscosidad de 

las HIPREs W/O que contienen sólo agua es menor que la de las HIPREs que contienen 

alginato y alginato reticulado. Asimismo, la viscosidad de las HIPREs que contienen 

alginato es ligeramente superior a la de las HIPREs que contienen la mezcla de alginato 

sódico y cloruro de calcio, en cambio, la liberación en estas últimas es más lenta, lo 

que sugiere una mayor retención del principio activo en el alginato reticulado. Este 

efecto también podría relacionarse con una interacción del ketoprofeno parcialmente 

ionizado con los iones calcio de la matriz polimérica.  
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A la vista de los resultados obtenidos y observando las diferencias en los porcentajes 

de liberación de principio activo cuando en la fase interna había alginato de sodio y 

cloruro de calcio, se estudió la liberación de ketoprofeno desde dos HIPREs que 

contenían las dos soluciones, pero variando el orden de incorporación en la 

preparación de la emulsión. Se estudió la HIPRE HWO6CAK, en la que primero se 

incorporaba la solución de cloruro de calcio y después la solución de alginato y la 

HIPRE HWO6ACK en la que se incorporaba primero la solución de alginato y después la 

solución de cloruro de calcio. Los resultados de liberación de ketoprofeno se muestran 

en la Figura 4.21. y en las tablas 4.9 y 4.10 se tiene los resultados de la liberación. 

 

 

Tabla 4.9. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de 

alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015%. Se ha añadido primero la 

solución de cloruro de calcio al 0,015% y luego solución de alginato de sodio al 1% (HIPRE 

HWO6CAK). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 2,8 2,4 1,1 2,1 0,9 

5 7,4 7,1 5,4 6,6 1,1 

15 12,6 11,7 10,5 11,6 1,1 

30 16,9 16,0 14,5 15,8 1,2 

60 23,4 22,1 20,1 21,8 1,7 

120 30,9 29,8 27,3 29,3 1,8 

200 38,3 36,4 33,3 36,0 2,5 

330 45,2 43,6 40,0 43,0 2,7 

1440 68,2 68,4 62,6 66,4 3,3 

1590 68,6 69,9 63,8 67,4 3,2 
1680 69,8 71,2 64,9 68,6 3,3 
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Tabla 4.10. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de 

alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015%.Se ha añadido primero  la 

solución de alginato de sodio al 1% y después la solución de cloruro de calcio al 0,015% 

(HIPRE HWO6ACK). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 

5 

15 

30 

60 

120 

200 

315 

1320 
 

5,7 

10,7 

16,8 

22,2 

29,1 

38,6 

46,7 

55,8 

81,4 
 

6,4 

11,4 

17,4 

23,4 

30,8 

41,1 

50,0 

59,7 

86,2 
 

5,6 

9,6 

14,3 

18,9 

25,0 

33,2 

37,8 

48,7 

69,3 
 

5,9 

10,6 

16,2 

21,5 

28,3 

37,7 

44,8 

54,7 

79,0 
 

0,4 

0,9 

1,7 

2,3 

3,0 

4,0 

6,3 

5,6 

8,7 
 

      

 

 

Figura 4.21. Perfiles  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde dos 

HIPREs en las que se ha variado el orden de incorporación de la solución de alginato de sodio y 

la solución de cloruro de calcio: HIPRE HWO6ACK (1ro.sol.alginato) e HIPRE HWO6CAK (1ro. 

solución cloruro de calcio). 
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En los resultados obtenidos cabe destacar la mayor retención de ketoprofeno cuando 

se ha incorporado en primer lugar la solución de cloruro de calcio que la solución de 

alginato (HWO6CA). Si se relacionan estos resultados de liberación con los estudios de 

viscosidad de estas emulsiones  (Figuras 4.9. y 4.10.) se observa que las HIPREs en las 

que se había incorporado primero la solución de cloruro de calcio (HWO6CA) 

mostraban una viscosidad claramente superior a las HIPREs en las que se había 

incorporado primero el alginato (HWO6AC), sin embargo, la mayor viscosidad se 

observaba en las HIPREs que contenían sólo alginato (HWO6A); en cambio, la mayor 

retención de ketoprofeno se observa en las HIPREs en las que se ha incorporado 

primero el cloruro de calcio ((HWO6CA). De estas observaciones se deduce que la 

mejor reticulación se obtiene cuando se añade primero el cloruro de calcio y este 

efecto causa una retención mayor del ketoprofeno, incluso más evidente que el efecto 

de la mayor viscosidad producido por el alginato.  

Con la finalidad de comparar los resultados de liberación a partir de emulsiones 

altamente concentradas con un gel comercial hidroalcohólico polimérico basado en 

acrilatos y que contiene un 2,5% de ketoprofeno (Fastum gel®), se estudió la liberación 

del principio activo desde dicho gel a una solución receptora de PBS. En la Tabla 4.11. 

se indican los porcentajes de liberación obtenidos en los tres replicados realizados 

para dicho gel comercial y en la Figura 4.22 se muestra el perfil de liberación obtenido 

al representar el porcentaje de fármaco en el medio receptor en función del tiempo. 

Tabla 4.11. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde un gel comercial (Fastum gel®). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 6.3 6.9 5.5 6.2 0.7 

10 11.9 13.1 11.3 12.1 0.9 

20 18.4 20.1 19.0 19.2 0.9 

30 25.8 28.0 26.8 26.9 1.1 

60 39.1 42.2 41.5 40.9 1.6 

120 57.1 62.3 63.3 60.9 3.3 

180 66.5 73.8 75.9 72.1 5.0 

240 70.4 78.9 81.9 77.1 6.0 

300 72.2 81.5 84.6 79.4 6.5 

400 73.1 82.8 86.3 80.7 6.9 
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Figura 4.22. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde un gel 

comercial (Fastum gel®).   

 

Cabe destacar una mayor retención del ketoprofeno en el gel comercial en 

comparación con la solución acuosa de ketoprofeno en PBS, ya que a los 60 minutos se 

ha liberado un 40,9% ± 1,6 desde el gel en comparación con el 76,3% ± 1,8 desde la 

solución de PBS y a las 3 horas se consigue la total difusión desde la solución frente al 

72,1% ± 5,0 del gel. La liberación de ketoprofeno desde el gel comercial es más rápida 

que desde las HIPREs estudiadas; a las 3 horas, la liberación de principio activo desde 

las HIPREs es alrededor del 40-50%. Sin embargo, no se alcanza la total liberación de 

fármaco desde el gel comercial y a las 6 horas el porcentaje liberado es inferior al 90%. 

La pendiente de la curva tiende a manterse constante lo que indica que el porcentaje 

de liberación no aumentará posteriormente de manera marcada.  

A modo de resumen, en la Figura 4.23 se han representado los perfiles de liberación de 

una solución al 0,25% de ketoprofeno en PBS, de un gel comercial (Fastum gel®), de 

una HIPRE cuyo componente acuoso es agua (HIPRE HWO6K), una HIPRE cuyo 

componente acuoso es una solución de alginato al 1% (HIPRE HWO6AK), de una HIPRE 

cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio y cloruro de 

calcio elaborada previamente a la preparación de la emulsión (HIPRE HWO6acK) y de 

una HIPRE que contiene como componente acuoso una solución de cloruro de calcio 

incorporada a la emulsión con anterioridad a la solución de alginato de sodio (HIPRE 

HWO6CAK).  
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Figura 4.23. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

solución al 0,25% de ketoprofeno en PBS, un gel comercial (Fastum gel®), una HIPRE cuyo 

componente acuoso es agua (HIPRE HWO6K), una HIPRE cuyo componente acuoso es una 

solución de alginato al 1% (HIPRE HWO6AK), una HIPRE cuyo componente acuoso es una 

mezcla de solución de alginato de sodio y cloruro de calcio elaborada previamente a la 

preparación de la emulsión (HIPRE HWO6acK)y de una HIPRE que contiene como componente 

acuoso una solución de cloruro de calcio incorporada a la emulsión con anterioridad a la 

solución de alginato de sodio (HIPRE HWO6CAK).   

 

En la Figura 4.23 se observa claramente la posibilidad de controlar la liberación del 

ketoprofeno cuando se incorpora en emulsiones altamente concentradas W/O, en 

comparación con una solución de ketoprofeno o un hidrogel comercial,  especialmente 

cuando se incorpora alginato en la fase interna y también se observa la mayor 

retención de ketoprofeno lograda cuando el componente acuoso de la HIPRE es el 
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alginato reticulado con cloruro de calcio, cuando se ha incorporado en primer lugar el 

cloruro de calcio y en segundo lugar el alginato. Asimismo y del mismo modo que en 

estudios previos realizados con otros sistemas y otros principios activos, se constata la 

eficacia de los estudios de liberación de  principio activo para interpretar las 

propiedades de sistemas micro y nanoestructurados y diseñar formas de liberación 

controlada. 

 

Estudios de liberación de ketoprofeno desde HIPREs O/W 

 

Para estudiar la liberación de ketoprofeno desde emulsiones altamente concentradas 

O/W se seleccionaron dos HIPREs: una de ellas contenía únicamente agua como 

componente acuoso (HIPRE HOW2K) mientras que la otra contenía la mezcla de 

soluciones de alginato de sodio y de cloruro de calcio preparadas con anterioridad a la 

formación de la emulsión. El medio receptor fue solución de PBS a pH 7,4 como en los 

estudios descritos anteriormente. Cabe destacar que las HIPREs O/W seleccionadas 

contenían un 83% de componente oleoso (Miglyol 812) y por ello, la concentración de 

componente acuoso era sólo el 13,6%, por lo que la influencia de la composición de la 

fase acuosa se estima que será menor que en las HIPREs W/O estudiadas 

anteriormente, en las que la concentración del componente acuoso era el 83%. 

También cabe destacar las diferencias en cuanto a la naturaleza y concentración del 

tensioactivo (3,4% de Cremophor RH455 en las HIPREs O/W y 5,1% de Cremophor 

WO7 en las HIPREs W/O) y en el componente oleoso (Miglyol 812 en las HIPREs O/W y 

parafina líquida en las HIPREs W/O). La concentración de ketoprofeno fue del 1,5%, ya 

el fármaco es soluble en este componente oleoso (40 mg/mL) (Llinàs, 2010), es muy 

superior a su solubilidad en agua (0,01 mg/mL) (Sweetman, 2011), que era el factor 

limitante para la incorporación de ketoprofeno en las HIPREs W/O descritas en los 

apartados anteriores. La concentración del 1,5% en las HIPREs O/W permitía 

igualmente el cumplimiento de las condiciones sink en el medio receptor. A efectos 

comparativos se estudió la difusión de ketoprofeno desde una solución de Miglyol 812 

que contenía un 1,5% de ketoprofeno a una solución receptora de PBS pH 7,4. En la 

Tabla 4.12. se indican los porcentajes de liberación obtenidos en los tres replicados 
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realizados y en la Figura 4.24. se muestra el perfil de difusión obtenido al representar 

el porcentaje de fármaco en la solución de Miglyol 812 en función del tiempo. 

 
Tabla 4.12. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde una solución de ketoprofeno (1,5%) en Miglyol 812. 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 1.7 2.4 2.0 2.0 0.3 
5 7.5 10.9 11.6 10.0 2.2 

10 11.9 15.3 20.0 15.7 4.0 
20 19.1 20.1 26.0 21.7 3.7 

30 25.1 27.7 41.0 31.3 8.5 

45 30.6 38.5 42.8 37.3 6.2 
60 40.7 47.4 49.7 45.9 4.7 

120 66.0 73.8 73.6 71.1 4.5 
180 84.0 91.6 90.3 88.6 4.1 
240 97.2 103.6 99.9 100.2 3.2 

 
 

 
Figura 4.24. Perfil  de difusión de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

solución de ketoprofeno (1,5% p/p) en Miglyol 812. 

 

 

El perfil observado muestra una ligera retención por efecto de la membrana hidrófila 

que, sin embargo, permite la total liberación del principio activo después de 4 horas. 

Los resultados se corresponden con un perfil típico de difusión a partir de soluciones, 

con una rápida liberación en las primeras horas (burst release). 



 145 

  

En la Tabla 4.13. y 4.14. se indican los porcentajes de liberación obtenidos en los tres 

replicados realizados para cada una de las HIPREs estudiadas y en las Figuras 4.25. y 

4.26. se muestran los perfiles de liberación obtenidos al representar el porcentaje de 

fármaco en el medio receptor en función del tiempo. 

 

Tabla 4.13. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, 

liberado desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es agua (HOW2K). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 1.9 3.4 3.7 3.5 0.9 

15 9.3 11.6 13.6 12.6 2.1 

20 12.3 15.8 16.7 16.2 2.3 

30 16.0 20.3 20.9 20.6 2.7 

45 20.7 26.3 27.2 26.8 3.5 

60 24.8 31.4 30.9 31.1 3.7 

120 36.6 43.9 43.6 43.7 4.1 

180 45.4 53.5 52.6 53.0 4.4 

240 52.1 59.9 59.2 59.6 4.3 

300 57.4 65.2 64.6 64.9 4.4 

360 61.8 69.8 69.1 69.4 4.4 

420 67.1 73.3 73.5 73.4 3.7 

 

 

 
 

Figura 4.25. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

HIPRE O/W cuyo componente acuoso es agua (HOW2K). 
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Tabla 4.14. Porcentaje de ketoprofeno en la solución receptora en función del tiempo, liberado 

desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio 

al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015% (HOW2acK). 

 
Tiempo % Liberación de ketoprofeno Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 3.1 3.1 0.9 2.4 1.3 

15 7.9 9.5 11.5 9.6 1.8 

20 12.3 13.4 15.8 13.8 1.8 

30 17.3 18.5 23.6 19.8 3.3 

45 22.7 23.0 30.5 25.4 4.5 

60 27.4 27.5 36.0 30.3 4.9 

90 34.6 35.1 45.7 38.5 6.3 

180 48.0 56.5 59.5 54.7 6.0 

240 57.3 63.8 69.9 63.6 6.3 

320 64.6 71.3 77.7 71.2 6.6 

420 73.5 76.4 86.4 78.8 6.7 

480 77.7 - 90.5 84.1 9.0 

1380 106.8 102.3 112.4 107.2 5.1 

 

 

 
Figura 4.26. Perfil  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde una 

HIPRE O/W cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio al 1% y 

solución de cloruro de calcio al 0,015% (HOW2acK). 

 

 

Comparando los resultados de liberación obtenidos con las dos HIPREs O/W estudiadas 

(HOW2K y HOW2acK), no se encuentran diferencias significativas respecto a las 

primeras siete horas, pudiéndose obtener una liberación más retardada en 

comparación a la obtenida desde una solución de Miglyol o de una solución de PBS, 
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descrita en apartados anteriores. Si se comparan los valores obtenidos con las HIPREs 

O/W con los obtenidos a partir de las HIPREs W/O descritos anteriormente se puede 

concluir que para las HIPREs cuyo componente acuoso es agua, en las HIPREs O/W 

existe una ligera retención del principio activo en tiempos inferiores a una hora, pero a 

tiempos más largos no se observan diferencias significativas. En cambio, cuando el 

componente acuoso es alginato reticulado, se observa una mayor retención del 

principio activo en las HIPREs W/O a partir de la tercera hora y en dichas emulsiones 

no se alcanza la total liberación del principio activo transcurridas 22 horas, a diferencia 

de las HIPREs O/W en las que si que se alcanza la total liberación a las 23 horas. Los 

resultados obtenidos permiten concluir que la influencia del alginato reticulado en la 

liberación del ketoprofeno cuando el alginato está en la fase externa es mínima, 

probablemente debido a la baja proporción de la fase externa; en este caso, la 

retención del ketoprofeno se puede atribuir a la mayor solubilidad del principio activo 

en la fase interna de la emulsión (Miglyol 812). Este efecto ha sido descrito 

previamente en otros estudios de liberación de principios activos que son solubles en 

la fase interna de emulsiones altamente concentradas (Calderó, 2012). Sin embargo, la 

mayor retención del principio en las HIPREs W/O en comparación con las HIPREs O/W 

cuando la fase acuosa está reticulada se podría justificar por la localización del fármaco 

en la interfase y por la elevada proporción de alginato reticulado en las HIPREs W/O en 

comparación con las HIPREs O/W por lo que el efecto de retención en la matriz de 

alginato es mucho menor, figura 4.27. 
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Figura 4.27. Perfiles  de liberación de ketoprofeno a través de membrana de celulosa desde: a) 

solución de ketoprofeno (0,4%)en PBS, b) solución de ketoprofeno (1,5%) en Miglyol, c) HIPRE 

W/O cuyo componente acuoso es agua (HWO6K), d) HIPRE W/O cuyo componente acuoso es 

una mezcla de solución de alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015% 

(HWO6acK), e)HIPRE  O/W cuyo componente acuoso es agua (HOW2K) y f) HIPRE O/W cuyo 

componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de sodio al 1% y solución de cloruro 

de calcio al 0,015% (HOW2acK). 
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4.2.3.2. Estudios de liberación de clorhidrato de clindamicina  

 

Estudios de liberación de clorhidrato de clindamicina desde 

HIPREs W/O 

 

Se realizaron los estudios de liberación a partir de HIPREs W/O, que fueron las mismas 

emulsiones seleccionadas para los estudios de liberación de ketoprofeno pero en este 

caso con un principio activo con una elevada solubilidad en agua como es el 

clorhidrato de clindamicina. Se seleccionaron tres HIPREs: HWO6Clin, HWO6AClin y 

HWO6acClin. En estas HIPREs, recordando lo descrito en el apartado de liberación de 

ketoprofeno, el contenido en fase acuosa es elevado, 83% y la relación entre el 

tensioactivo (Cremophor WO7) y el componente oleoso (parafina líquida) es 70/30 en 

peso. Las diferencias entre las tres emulsiones radican en el componente acuoso que 

constituye la fase interna: en HWO6Clin el componente acuoso es agua, en 

HWO6AClin el componente acuoso es una solución de alginato de sodio al 1% en peso 

y en HWO6acClin el componente acuoso es una mezcla de solución de alginato de 

sodio al 1% y de solución de cloruro de calcio al 0,015%, de forma que las cadenas de 

alginato se encuentran reticuladas físicamente mediante los iones calcio. La 

concentración de clorhidrato de clindamicina es el 0,25% del total de la emulsión, que 

se estima que estará predominantemente en la fase acuosa debido a su elevada 

solubilidad en agua. Esta concentración es la misma que se ha estudiado con 

ketoprofeno. El medio receptor fue una solución de PBS a pH 7,4, igual que en los 

estudios de liberación de ketoprofeno. 

 

La difusión del clorhidrato de clindamicina desde una solución acuosa se ha estudiado 

previamente y está descrita en la bibliografía (Calderó, 2010). Presenta un perfil de 

difusión característico de las soluciones, con un rápido efecto burst y una difusión total 

antes de tres horas. En las Tablas 4.14., 4.15. y 4.16. se indican los porcentajes de 

liberación obtenidos en los tres replicados realizados para cada una de las HIPREs 

estudiadas y en las Figuras 4.28., 4.29. y 4.30. se muestran los perfiles de liberación 
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obtenidos al representar el porcentaje de fármaco en el medio receptor en función del 

tiempo. 

 

Tabla 4.14. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función 

del tiempo, liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es agua (HWO6Clin). 

  
Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 3.1 3.3 2.7 3.0 0.3 

5 3.2 3.8 2.9 3.3 0.4 

15 3.9 4.9 3.7 4.1 0.6 

30 4.7 5.5 4.5 4.9 0.6 

60 5.7 7.8 5.8 6.4 1.2 

120 7.7 9.5 7.0 8.1 1.3 

330 10.4 13.4 11.2 11.7 1.5 

1380 23.0 32.4 25.2 26.9 4.9 

1440 25.4 34.5 26.8 28.9 4.9 

1560 25.8 35.7 28.7 30.1 5.1 

 

 

 

 
Figura 4.28. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es agua (HWO6Clin). 
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Tabla 4.15. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función 

del tiempo, liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una solución de 

alginato de sodio al 1% (HWO6AClin). 

 
Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 2.4 2.9 3.1 2.8 0.3 

5 2.8 3.3 3.7 3.3 0.5 

15 4.2 4.0 5.6 4.6 0.9 

30 4.5 3.7 5.9 4.7 1.1 

60 6.5 6.6 6.8 6.7 0.2 

120 7.3 7.2 8.1 7.5 0.5 

300 10.2 10.4 11.8 10.8 0.9 

510 13.8 12.6 15.0 13.8 1.2 

1380 22.5 20.3 22.8 21.9 1.3 

1500 23.6 22.2 24.4 23.4 1.1 

 

 

 

 
Figura 4.29. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una solución de alginato de sodio 

al 1% (HWO6AClin). 
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Tabla 4.16. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función del 

tiempo, liberado desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de 

alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015% (HWO6acClin). 

 
Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 5.8 5.3 6.3 5.8 0.46 

5 6.5 6.0 6.6 6.4 0.29 

15 6.7 5.9 6.9 6.5 0.53 

30 7.3 7.4 8.4 7.7 0.60 

60 9.3 7.6 9.8 8.9 1.11 

120 11.3 10.2 14.2 11.9 2.08 

240 14.4 14.2 16.1 14.9 1.01 

360 17.9 15.4 20.4 17.9 2.50 

1380 37.8 31.2 37.4 35.5 3.67 

1500 30.7 29.2 39.0 33.0 5.23 

 

 

 
Figura 4.30. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE W/O cuyo componente acuoso es una mezcla de solución de alginato 

de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015% (HWO6acClin). 

 

 

El estudio comparativo de los resultados de liberación de clorhidrato de clindamicina 

desde las tres HIPREs estudiadas, permite observar una gran retención de este 

principio activo hidrosoluble cuando está en la fase interna de un medio altamente 

compartimentalizado como son las emulsiones altamente concentradas, tal y como se 
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ha descrito anteriormente con este tipo de emulsiones (Calderó 2010 y 2012). En 

solución se alcanza el 100% de difusión al medio receptor transcurridas 3 horas, sin 

embargo, desde las HIPREs no se alcanza el 40% de liberación después de 25 horas. 

Comparando los tres tipos de HIPREs estudiados, con diferente composición en la fase 

interna, se observa una liberación ligeramente más rápida del clorhidrato de 

clindamicina cuando el componente acuoso es alginato reticulado con calcio que 

cuando es alginato o agua. Si se comparan los resultados de liberación a los 60 

minutos, en la HIPRE que contiene agua es de 6,4% ± 1,2 (en el caso de ketoprofeno 

era 37,6% ± 1,2), en la que contiene alginato es 6,7 ± 0,2 (en el caso de ketoprofeno 

era 30,7% ± 1,6) y en la que contiene alginato reticulado es 8,9 ± 1,1 (en el caso de 

ketoprofeno era 28,3% ± 3,0). De igual manera, si se comparan los resultados 

transcurridas 2 horas (120 minutos), en la HIPRE que contiene agua se alcanza un 8,1% 

± 1,3, en la que contiene alginato un 7,5% ± 0,5 y en la que contiene alginato 

reticulado un 11,9% ± 2,08. Transcurridas 23 horas desde el inicio del ensayo de 

liberación, en la HIPRE que contiene agua se alcanza un 26,9% ± 4,9, en la que contiene 

alginato un 21,9% ± 1,3 y en la que contiene alginato reticulado un 35,5% ± 3,68.  No 

se observan diferencias significativas entre las HIPREs que contienen agua o solución 

de alginato en la fase interna, pero en cambio, la liberación es ligeramente superior 

cuando hay alginato reticulado, aun siendo la liberación muy lenta. Este hecho podría 

relacionarse con  resultados previos obtenidos por M. Llinàs (Llinàs, 2010): en dicho 

estudio se determinó la liberación de clorhidrato de clindamicina desde emulsiones 

altamente concentradas y se lograba aumentar ligeramente la liberación del principio 

activo cuando se incorporaban distintas concentraciones de cloruro de sodio en la fase 

interna de las emulsiones, debido al efecto salting out, desplazando el clorhidrato de 

clindamicina desde la fase interna hacia la fase externa.  Cabe destacar los valores 

significativamente más bajos en la liberación de clorhidrato de clindamicina respecto a 

los de ketoprofeno, en las mismas formulaciones, lo que se atribuye a la mayor 

solubilidad del hidrocloruro de clindamicina en la fase interna.   
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Estudios de liberación de clorhidrato de clindamicina desde 

HIPREs O/W 

 

Para estudiar la liberación de clorhidrato de clindamicina desde emulsiones altamente 

concentradas O/W se seleccionaron tres HIPREs: una de ellas contenía únicamente 

agua como componente acuoso (HIPRE HOW2Clin), otra contenía una solución de 

alginato al 1% (HIPRE HOW2AClin) y la tercera contenía la mezcla de soluciones de 

alginato de sodio y de cloruro de calcio preparadas con anterioridad a la formación de 

la emulsión (HIPRE HOW2acClin). El medio receptor fue solución de PBS a pH 7,4 como 

en los estudios descritos anteriormente. Es importante recordar que las HIPREs O/W 

seleccionadas contenían un 83% de componente oleoso (Miglyol 812) y por ello, la 

concentración de componente acuoso era sólo el 13,6%, por lo que la influencia de la 

composición de la fase acuosa se estima que será menor que en las HIPREs W/O 

estudiadas anteriormente, en las que la concentración del componente acuoso era el 

83%. También cabe destacar las diferencias en cuanto a la naturaleza y concentración 

del tensioactivo (3,4% de Cremophor RH455 en las HIPREs O/W y 5,1% de Cremophor 

WO7 en las HIPREs W/O) y en el componente oleoso (Miglyol 812 en las HIPREs O/W y 

parafina líquida en las HIPREs W/O). La concentración de hidrocloruro de clindamicina 

en la emulsión fue del 1,5%, que es la misma concentración que en los estudios de 

liberación de ketoprofeno desde HIPRES O/W.  Cabe destacar que estudios previos 

realizados por M.Llinás sobre liberación de clorhidrato de clindamicina desde HIPREs 

W/O demostraron que un incremento del 10% en la concentración del fármaco, no 

lograba aumentar el porcentaje de liberación del mismo (Llinàs, 2010). 

  

En las tablas 4.17., 4.18 y 4.19. se indican los porcentajes de liberación obtenidos en 

los tres replicados realizados para cada una de las HIPREs estudiadas y en las figuras 

4.31., 4.32. y 4.33, se muestran los perfiles de liberación obtenidos al representar el 

porcentaje de fármaco en el medio receptor en función del tiempo.  
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Tabla 4.17. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función del 

tiempo, liberado desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es agua (HOW2Clin). 

 
Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 4.4 7.2 7.9 6.5 1.9 

5 10.6 14.9 16.1 13.9 2.9 

15 14.0 19.2 21.0 18.0 3.7 

30 18.2 23.4 26.5 22.7 4.2 

60 24.3 30.7 33.9 29.6 4.9 

120 32.5 42.4 44.2 39.7 6.3 

240 44.7 57.6 56.7 53.0 7.2 

360 53.1 67.3 64.8 61.8 7.6 

1350 75.3 102.5 92.6 90.2 13.7 

1500 75.6 98.3 96.0 90.0 12.5 

 

 

 
Figura 4.31. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es agua (HOW2Clin). 
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Tabla 4.18. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función del 

tiempo, liberado desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es una solución de alginato 

de sodio al 1% (HOW2AClin). 

 
Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 

(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   
0 4.0 4.7 4.4 4.4 0.4 

5 9.0 11.5 8.8 9.8 1.5 

15 12.6 16.7 12.8 14.0 2.3 

30 16.9 21.7 17.7 18.8 2.6 

60 24.0 30.3 26.0 26.7 3.2 

150 38.2 47.0 43.1 42.8 4.4 

270 50.8 60.7 57.3 56.3 5.0 

390 60.4 70.3 68.0 66.2 5.2 

1440 93.3 99.3 100.3 97.6 3.8 

1500 94.3 98.6 100.5 97.8 3.2 

 

 

 
 

Figura 4.32. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es una solución de alginato de sodio 

al 1% (HOW2AClin). 
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Tabla 4.19. Porcentaje de clorhidrato de clindamicina en la solución receptora en función del 

tiempo, liberado desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es  una mezcla de solución de 

alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015%  (HOW2acClin). 

 

Tiempo % Liberación de clindamicina Promedio  Desv.std 
(minutos) Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3   

0 3.6 5.1 4.4 4.4 0.8 

5 9.0 10.4 9.1 9.5 0.8 

15 13.3 15.8 14.7 14.6 1.2 

30 19.6 23.2 22.7 21.8 1.9 

60 27.9 32.3 31.6 30.6 2.4 

120 35.6 40.3 40.6 38.9 2.8 

240 51.5 54.7 56.5 54.2 2.5 

1080 90.2 90.6 94.9 91.9 2.6 

1440 95.0 94.8 99.6 96.4 2.7 

1501.3 94.2 94.8 99.0 96.0 2.6 

 

 

 
Figura 4.33. Perfil  de liberación de clorhidrato de clindamicina a través de membrana de 

celulosa desde una HIPRE O/W cuyo componente acuoso es  una mezcla de solución de 

alginato de sodio al 1% y solución de cloruro de calcio al 0,015%  (HOW2acClin). 

 

 

El estudio comparativo de los resultados de liberación de clorhidrato de clindamicina 

desde las tres HIPREs O/W estudiadas, no permite encontrar diferencias significativas 

en cuanto a la liberación del principio activo desde las HIPREs que contienen sólo agua 

como componente acuoso, las que contienen solución de alginato al 1% o las que 

contienen alginato reticulado con cloruro cálcico. Igual como se observó en la 
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liberación del ketoprofeno desde HIPREs O/W, la influencia del alginato o del alginato 

reticulado es insignificante debido a la baja proporción de componente acuoso 

(13,64%) en estas emulsiones. El incremento en la desviación estándar del porcentaje 

de liberación de fármaco en función del tiempo para las HIPREs cuyo componente 

acuoso es agua, podría atribuirse a una desestabilización de las emulsiones en las 

bolsas de diálisis en contacto con el medio receptor a tiempos largos, hecho que no se 

observa en las HIPREs que contienen alginato o alginato reticulado en la fase externa. 

Es destacable la diferencia en cuanto al porcentaje de liberación de clorhidrato de 

clindamicina desde HIPREs W/O en las que no se alcanza el 40% de liberación después 

de 25 horas; con las HIPREs O/W es posible la liberación de la totalidad del principio 

activo alrededor de 24-25 horas. Este hecho también contrasta con la difusión desde 

una solución de clorhidrato de clindamicina donde se puede cuantificar la totalidad del 

fármaco en la fase receptora después de 3 horas aproximadamente.  

 

A modo de resumen se muestran en la Figura 4.34. los resultados de los estudios de 

liberación de clorhidrato de clindamicina desde las HIPREs estudiadas. 

 

 
Figura 4.34. Perfiles de liberación de clorhidrato clindamicina desde HIPREs W/O y O/W con 

distintos componentes acuosos.  
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Los resultados de los estudios de liberación de un fármaco hidrosoluble como el 

clorhidrato  de clindamicina permiten concluir que las HIPREs pueden controlar la 

liberación del mismo: cuando el principio activo está en la fase interna acuosa (HIPREs 

W/O), debido a su elevada solubilidad en agua, la liberación es extraordinariamente 

lenta y se acelera ligeramente cuando en la fase interna hay alginato reticulado, 

probablemente debido a un efecto salting out provocado por el cloruro de calcio; sin 

embargo, cuando el principio activo está mayoritariamente en la fase externa (HIPREs 

O/W), la liberación es mucho más rápida, alcanzándose la total liberación después de 

24-25 horas pero dicha liberación es muy inferior a la difusión que se produce desde 

una solución acuosa, por lo que el medio altamente compartimentalizado que 

caracteriza a las HIPREs permite retardar considerablemente la liberación. El efecto del 

alginato o del alginato reticulado es insignificante cuando se encuentra en la fase 

externa, probablemente debido a su baja concentración. 

 

4.3. Formación y caracterización de materiales porosos a 

partir de emulsiones altamente concentradas con 

alginato reticulado con cloruro de calcio 

 

Las emulsiones altamente concentradas han sido utilizadas como plantilla para la 

obtención de materiales nanoestructurados (Esquena, 2006). De este modo, la 

incorporación de un polímero en la fase interna o externa de una HIPRE y la posterior 

eliminación de los componentes líquidos de la emulsión, puede dar lugar a materiales 

sólidos porosos o a partículas, según el polímero forme parte de la fase externa o de la 

fase interna de la HIPRE. En la presente Tesis Doctoral, se ha estudiado la posibilidad 

de obtener partículas o materiales porosos cuando se incorpora alginato reticulado en 

la fase interna de HIPREs W/O o en la fase externa de HIPREs O/W, debido a la 

solubilidad preferencial del alginato en medio acuoso. El objetivo era obtener 

materiales que pudieran ser administrados como implantes osteoarticulares, pero que 

mantuvieran una estructura altamente organizada, partiendo de la estructura de las 
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HIPREs. Por ello se seleccionaron HIPREs formuladas con excipientes biocompatibles 

que pudieran ser eliminados mediante disolventes poco tóxicos, fácilmente 

eliminables y aceptables para uso farmacéutico. A continuación se describen y 

discuten los resultados obtenidos. 

 

Para la obtención de materiales porosos de alginato, se seleccionaron las HIPREs O/W 

desarrolladas y descritas en apartados anteriores de la presente Tesis Doctoral. 

Concretamente la formulación utilizada fue la correspondiente al sistema 

agua/Cremophor RH455/ Miglyol 812, con un 83% de componente oleoso (Miglyol 

812) y un 17% de la mezcla componente acuoso (W)/tensioactivo(S) con una 

proporción en peso de 80/20 (W/S, que es la HIPRE HOW2). En los estudios de 

liberación de fármacos a partir de HIPREs se incorporó como componente acuoso una 

mezcla de solución de alginato de sodio al 1% y una solución de cloruro de calcio al 

0,015%; sin embargo, para la preparación de materiales porosos se aumentaron estas 

concentraciones para conseguir materiales con mayor cantidad de alginato reticulado 

y se partió de una mezcla al 2% de alginato y un 0,1% de cloruro de calcio, que 

representan un 0,272% de alginato y un 0,0136% de cloruro de sodio en la HIPRE O/W. 

La preparación, tal como se ha descrito en la parte experimental consistió en dos 

etapas: en primer lugar, la preparación de la HIPRE O/W y en segundo lugar, el lavado 

y la extracción del componente oleoso y el tensioactivo. 

 

Para la preparación de la HIPRE O/W se mezcló el tensioactivo y la dispersión de 

alginato, agitando mediante vórtex. A esta mezcla se le incorporó gota a gota Miglyol 

agitando mediante vórtex y ultratúrrax y finalmente se incorporó la solución de cloruro 

de calcio homogeneizando mediante ultraturrax. En la Figura 4.36. se muestra el 

aspecto de la HIPRE obtenida observada mediante microscopía óptica. 
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Figura 4.35.  Imagen de microscopía óptica de HIPRE O/W recién preparada utilizada como 

plantilla para obtener material poroso. Aumento 40x. 

 

Una vez preparada la HIPRE O/W se procedió a eliminar agua, componente oleoso y 

tensioactivo. En primer lugar se introdujo la HIPRE en estufa a 50ºC hasta peso 

constante, después se lavó el residuo con butanol, se agitó, se centrifugó y se eliminó 

el sobrenadante. Dicho proceso se repitió varias veces con etanol. El residuo obtenido 

se dejó secar a temperatura ambiente o en estufa a 50ºC. En la Figura 4.37. se muestra 

el aspecto de los materiales obtenidos observados por microscopía electrónica a 

distintos aumentos. Cabe destacar la polidispersidad en el tamaño de los poros, 

característico de las HIPREs que se han utilizado como plantilla, así como la existencia 

de algunos poros de tamaño nanométrico. 
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a) 

 
b) 

 

 
c) 

Figura 4.36.  Imágenes de SEM de los materiales porosos de alginato reticulado obtenido a 

partir de HIPREs O/W después de sucesivos lavados con butanol y etanol, eliminación de los 

solventes y secado en estufa a 50ªC. a) 1500x, b) 12000x, c) 40000x 
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Además de determinar la porosidad de los materiales de alginato mediante SEM, se 

determinó la superficie específica de dichos materiales mediante el análisis de su 

isoterma de adsorción mediante un equipo de sorción de gases. El análisis de 

porosimetría se realizó mediante el aparato  Quantachrome Autosorb-iQ  que analiza 

la capacidad de adsorción de un material tomando en cuenta la cantidad de un gas 

inerte que es capaz de adsorber el cuerpo poroso según la isoterma de adsorción de 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) y luego relaciona la capacidad de adsorción con el 

tamaño del poro. La aplicación de la teoría BET permite calcular el valor de la 

superficie específica a partir de las isotermas de adsorción y desorción. La técnica no 

permite obtener información de tamaños de poro superiores a 300 nm, aunque dichos 

poros se pueden observar mediante microscopia electrónica de rastreo (SEM). Los 

resultados de este análisis se detallan en la en la tabla 4.20 y figura 4.37.  

 

  

Tabla 4.20  Valores correspondientes a los materiales porosos de alginato reticulado 

determinados a partir de la teoría BET mediante las isotermas de adsorción. 

 MATERIAL POROSO  
Parámetro Magnitud Unidades 

Diámetro medio de poro 44.9 nm 
Moda 45.9 nm 

Volumen de poro 0.224 cc/g* 
Área superficial 28.85 m2/g 

Volumen total de poro con  
tamaño menor a 331 nm 

0.324 cc/g 

   
*cc/g; centímetro cúbico por gramo 
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Figura 4.37.  Isotermas de adsorción y desorción de nitrógeno del material poroso de alginato 

reticulado obtenido a partir de una HIPRE O/W.   

 
 

El ciclo de histéresis que se observa entre las isotermas de adsorción y desorción de 

nitrógeno (Figura 4.37.) se debe a la mesoporosidad de la muestra, La presencia de 

mesoporos (2-50 nm) provoca una condensación capilar del adsorbato que produce 
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una diferencia entre las presiones de adsorción y desorción. Mediante esta histéresis 

es posible caracterizar la porosidad que presenta la muestra. Además, el gran aumento 

de gas adsorbido a presiones altas es una característica típica de la presencia de 

macroporos (tamaño superior a 50 nm).  

 

 El análisis de los materiales de alginato obtenidos a partir de HIPREs O/W permite 

concluir que dichos materiales presentan una porosidad no sólo debida al efecto 

plantilla de las emulsiones, sino que también presentan porosidad en las paredes de 

los poros. Esta porosidad puede atribuirse a que el alginato está en una proporción 

muy baja en la fase continua de la HIPRE y no es suficiente para cubrir toda la 

superficie de la fase continua, con lo que quedan espacios vacíos. No se han 

incorporado concentraciones más elevadas de alginato debido a la elevada viscosidad 

de las dispersiones, que dificulta la preparación de las HIPREs. 

 

El valor relativamente bajo de superficie específica, 28,85 m2/g, muestra que dichos 

materiales son básicamente macroporosos, ya que la presencia de microporos 

(tamaño inferior a 2 nm) produciría unos valores superficie específica mucho más 

grandes. Además, la baja adsorción de gas a presiones bajas también indica la ausencia 

de microporosidad. Los valores de superficie específica de los materiales porosos de 

alginato obtenidos a partir de HIPREs son similares a los descritos en la bibliografía 

para espumas sólidas de quitosano, poliestireno-divinilbenceno y ácido hialurónico  

(Miras, 2013; Canal, 2012; Roig, 2016). 

 

Además de estudiar la formación de materiales porosos de alginato a partir de HIPREs 

O/W, se estudió la formación de partículas de alginato a partir de HIPREs W/O. 
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4.4. Formación y caracterización de nanopartículas de 

alginato reticulado con cloruro de calcio en solución 

 

La utilización de sistemas tensioactivos nanoestructurados para la obtención de 

nanopartículas poliméricas ha sido objeto de estudio por parte de numerosos grupos 

de investigación en los últimos años. En esta Tesis Doctoral se consideró de gran 

interés estudiar la formación de partículas de alginato reticulado con calcio utilizando 

emulsiones altamente concentradas y nano-emulsiones como plantilla, con objeto de 

controlar el tamaño de las partículas obtenidas. A efectos comparativos, también se 

estudió la formación de partículas de alginato reticulado con calcio en solución, 

siguiendo un método descrito en la bibliografía que ha sido ampliamente utilizado. A 

continuación se describen y discuten los resultados obtenidos. 

  

4.4.1. Formación y caracterización de nanopartículas de 

alginato reticulado con calcio en solución 

 

Se prepararon partículas de alginato según el método propuesto por Rajaonarivony 

(Rajaonarivony 1993). El método, que está descrito en la parte experimental, consistió 

en añadir 4,5 mL de agua a 5 mL de una solución de alginato al 0,12%. A continuación, 

se añadió gota a gota 0,5 mL de solución de cloruro de calcio al 0,2% (18 mM). Dos 

minutos más tarde se añadieron gota a gota 2 mL de una solución de poli-lisina al 

0,05%. La mezcla se agitó a 2400 rpm durante 5 minutos. Según la bibliografía, la 

utilización de una capa de policationes tales como la polilisina disminuye el tamaño de 

poro de las partículas de alginato y proporciona inmunoprotección a las partículas 

cuando están destinadas a ser utilizadas como vectores en terapia génica. Cabe 

destacar la baja proporción de alginato de sodio utilizada (0,06% en total) así como el 

porcentaje en cloruro de calcio (0,01%). 
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Las partículas de alginato obtenidas por el método de Rajaonarivony se caracterizaron 

mediante SEM y mediante DLS, utilizando el Zetasizernano ZS (Malvern) y el equipo 

Vasco 2 (Cordouan). En la Figura 4.38 se muestran algunas imágenes de SEM de las 

nanopartículas obtenidas.  

 

    

 

 

 

Figura 4.38.  Imágenes de SEM de nanopartículas de alginato reticulado obtenidas en solución, 

mediante el método propuesto por Rajaonarivony (Rajaonarivony 1993) a diferentes aumentos. 

 

La caracterización mediante DLS permitió comprobar la morfología irregular y elevada 

polidispersidad de tamaños de las partículas obtenidas. El análisis mediante el equipo 

Zetasizernano (Malvern) proporcionó unos tamaños correspondientes a un Z-average 

de 772,9nm ± 89,91, con una polidispersidad de 0,505. Mediante el análisis con el 

equipo Vasco2 (Cordouan) se pudieron distinguir dos grupos de partículas con 
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tamaños distintos: un grupo presentaba un tamaño entre 227 y 239 nm y el otro grupo 

tenía un tamaño entre 547 y 636 nm. Ambos tamaños se encuentran en el rango 

descrito en la bibliografía, que es entre 250 y 850 nm. 

  

Después de caracterizar las nanopartículas de alginato obtenidas en solución mediante 

el método de Rajaonarivony, se estudió la formación de nanopartículas utilizando 

sistemas tensioactivos como plantilla, con la finalidad de optimizar el tamaño y la 

polidispersidad de las mismas. 

 

4.4.2. Formación y caracterización de nanopartículas de 

alginato reticulado con cloruro de calcio a partir de HIPREs W/O 

 

Para la obtención de partículas de alginato reticulado con calcio , se seleccionaron las 

HIPREs W/O desarrolladas y descritas en apartados anteriores de la presente Tesis 

Doctoral. Concretamente la formulación utilizada fue la correspondiente al sistema 

agua/Cremophor WO7/ parafina líquida, con un 83% de componente acuoso y un 17% 

de la mezcla componente oleoso (O)/tensioactivo (S) con una proporción en peso de 

70/30 (O/S), que corresponde a la HIPRE HWO6. En los estudios de liberación de 

fármacos a partir de HIPREs se incorporó como componente acuoso una mezcla de 

solución de alginato de sodio al 1% y una solución de cloruro de calcio al 0,015%; sin 

embargo, para la preparación de partículas se aumentaron estas concentraciones para 

conseguir mayor cantidad de alginato reticulado y se partió de una mezcla al 2% de 

alginato y un 0,1% de cloruro de calcio, que representan un 1,66% de alginato y un 

0,083% de cloruro de sodio en la HIPRE W/O. La preparación, tal como se ha descrito 

en la parte experimental consistió en dos etapas: en primer lugar, la preparación de la 

HIPRE W/O y en segundo lugar, el lavado y la extracción del componente oleoso y el 

tensioactivo. 

 

Para la preparación de la HIPRE W/O se mezcló el tensioactivo y la parafina líquida, 

agitando mediante vórtex. A esta mezcla se le incorporó gota a gota la solución de 
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alginato agitando mediante vórtex y homogeneizando con ultratúrrax y finalmente se 

incorporó la solución de cloruro de calcio,  homogeneizando mediante ultraturrax.  

Cabe destacar la dificultad en la preparación de estas HIPREs debido a su elevada 

viscosidad y debida a la mayor concentración de alginato reticulado. En la Figura 4.39. 

se muestra el aspecto de la HIPRE obtenida observada mediante microscopía óptica. 

 

 

 

Figura 4.39.  Imagen de microscopía óptica de HIPRE W/O recién preparada utilizada como 

plantilla para obtener material particulado. Aumento 40x. 

 

 

Se estudió el comportamiento reológico de estas HIPREs y se determinó el módulo 

elástico (G’) y el módulo viscoso (G’’). En la Figura 4.40 se muestran los valores 

obtenidos en función de la frecuencia. Si se comparan estos resultados con los 

obtenidos con la misma HIPRE pero con concentraciones inferiores de alginato y 

cloruro de calcio (Figura 4.10.) se observa el notable incremento especialmente  del 

módulo elástico (G’), que pasa a alcanzar valores de 8000 Pa a una frecuencia de 10 Hz, 

frente a valores alrededor de 1000 Pa, que se obtenían con concentraciones de 

alginato y cloruro de calcio más bajas (HIPRE HWO6AC). El módulo viscoso (G’’) 

también sufre un considerable aumento, alcanzando 2000 Pa a 10Hz en las HIPREs con 

una mayor concentración de alginato reticulado, frente a valores inferiores a 500 Pa en 

las HIPREs estudiadas anteriormente. El comportamiento reológico de estas HIPREs 

dificulta su preparación, ya que precisan una agitación más enérgica. 
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Figura 4.40. Representación del módulo elástico G´(Pa) y del módulo viscoso G´´(Pa) en función 

de la frecuencia para las HIPREs W/O  utilizadas como plantilla para la preparación de 

partículas de alginato reticulado con calcio. 

 

Una vez preparada la HIPRE W/O se procedió a eliminar agua, componente oleoso y 

tensioactivo. En primer lugar se dejo secar a 50°C la HIPRE sobre papel filtro durante 

24 horas. El residuo casi seco se le añadió 1,5 mL de butanol  y  la mezcla se mantuvo 

en agitación durante un par de minutos a temperatura ambiente; a continuación se 

eliminó el sobrenadante y se efectuaron varios lavados con etanol. Se mezcló el 

residuo con etanol durante 12 horas. Finalmente se filtró y secó a 50ºC hasta peso 

constante. En la Figura 4.41. se muestra el aspecto de las partículas obtenidas 

observadas por microscopía electrónica a distintos aumentos.  

 

   
 

Figura 4.41.  Microfotografía SEM de HIPRE W/O de material nanoparticulado después de 
haber sido lavado.  
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Cabe destacar la forma isodiamétrica, la agregación de las partículas y la gran 

polidispersidad en el tamaño, característico de las HIPREs que se han utilizado como 

plantilla. El método de preparación, a partir de emulsiones altamente concentradas 

favorece la agregación de las partículas y la polidispersidad, obteniéndose un material 

nanoparticulado, cuya estructura es inversa a la estructura del material poroso 

obtenido a partir de las HIPREs O/W y descrito en un apartado anterior. Si se 

comparan las partículas obtenidas a partir de las HIPREs con las obtenidas en solución, 

se observa una mayor densidad de partículas cuando se utilizan HIPREs como plantilla, 

lo que puede atribuirse tanto a la mayor concentración de alginato utilizado como a la 

estructura compartimentalizada de las HIPREs, que permite una distribución del 

alginato más homogénea. Asimismo, se observan diferencias en la morfología de las 

partículas, siendo mucho más redondeadas las obtenidas a partir de HIPREs. En ambos 

casos se observa polidispersidad. En un futuro está previsto estudiar la posibilidad de  

dispersar las partículas agregadas formadas a partir de HIPREs, la estabilidad del 

material constituido por partículas agregadas y la influencia de las variables de 

composición así como la optimización de las formulaciones y de los métodos de 

preparación. 

 

Los resultados obtenidos con las HIPREs llevaron a plantear el estudio de la formación 

de nanopartículas de alginato utilizando otros sistemas tensioactivos 

nanoestructurados, con tamaños de gota más uniformes, como las nano-emulsiones 

W/O. 

 

4.4.3. Formación y caracterización de nanopartículas de 

alginato reticulado con cloruro de calcio a partir de nano-

emulsiones 

  

Para el estudio de la formación de nanopartículas de alginato reticulado a partir de 

nano-emulsiones, se seleccionaron nano-emulsiones W/O que formadas en el sistema 

agua/mezcla de tensioactivos Cremophor EL: Cremophor WO7/miristato de isopropilo, 
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descritas previamente en la bibliografía (Usón, 2004) y estudiados en nuestro grupo de 

investigación.  Concretamente se seleccionó el sistema que tenía una relación en peso 

de tensioactivos Cremophor EL: Cremophor WO7  de 1:7. Se estudió la solubilidad del 

alginato en miristato de isopropilo y se comprobó que era prácticamente insoluble en 

este componente oleoso, mostrando una solubilidad preferencial por el agua. De este 

modo, las gotas de la nano-emulsión podrán ser utilizadas como plantillas para la 

formación de nanopartículas de alginato reticulado. La nano-emulsión seleccionada 

tenía un 85% de miristato de isopropilo y una relación en peso de agua/mezcla de 

tensioactivos de 30/70, por lo que el contenido en agua era del 4,5% y el contenido en 

tensioactivos del 10,5%. En dicha nano-emulsión se estudió la incorporación de 

distintas concentraciones de alginato de sodio, cloruro de calcio y otros excipientes, 

para la formación de nanopartículas.    

 

Se estudió la incorporación de alginato de sodio, cloruro de calcio en concentraciones 

bajas, para evitar la precipitación del alginato debido a la baja concentración de agua 

en las nano-emulsiones W/O. En primer lugar se estudió la influencia del órden de 

incorporación de los componentes en las propiedades de las nano-emulsiones. El 

componente acuoso consistió en una mezcla con un 0,06% de alginato de sodio y un 

0,1% de cloruro de calcio. Las formulaciones se prepararon a 70ºC agitando con un 

vórtex a 2500 rpm. Los métodos de incorporación ensayados fueron los siguientes: 

 

 Método 1: Se mezclaron los tensioactivos y el miristato de isopropilo y se añadió 

gota a gota la mezcla de solución de alginato de sodio y cloruro de calcio. 

 Método 2: Se mezclaron los tensioactivos y la mezcla de solución de alginato de 

sodio y cloruro de calcio y se añadió gota a gota el miristato de isopropilo. 

 Método 3: Se mezclaron los tensioactivos y la solución de alginato de sodio y se 

añadió gota a gota primero el miristato de isopropilo y después la solución de 

cloruro de calcio. En la Figura 4.42. se muestra el aspecto de las dispersiones 

obtenidas. 
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Método 1            Método 2            Método 3 

 

Figura 4.42. Aspecto visual de las dispersiones de nanopartículas de alginato reticulado 

obtenidas en nano-emulsión, según tres métodos de incorporación de los componentes. 

 

 

Tal como se observa en la Figura 4.42., con el método 2 se obtuvieron dispersiones 

translúcidas mientras que con los métodos 1 y 3 el aspecto era más blanquecino, 

especialmente con el método 3; por ello, el método 2 fue seleccionado para realizar 

estudios posteriores. 

 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la poli-L-lisina, componente utilizado en la 

preparación de nanopartículas en solución según el método de Rajaonarivony 

(Rajaonarivony 1993), se estudiaron dispersiones de nanopartículas en nano-emulsión, 

que contenían  concentraciones de alginato de sodio del mismo orden que las 

utilizadas en el método de preparación de nanopartículas de alginato en solución 

descrito por Rajaonarivony, así como concentraciones de alginato más elevadas, que 

eran del mismo orden que las utilizadas en los estudios de liberación de fármaco a 

partir de HIPREs con alginato reticulado. En la Tabla 4.21 se indica la concentración de 

alginato de sodio, cloruro de calcio y poli-L-lisina en el componente acuoso de las 

formulaciones estudiadas. En la Figura 4.43 se muestra el aspecto visual de las 

formulaciones. La muestra C corresponde a la nano-emulsión sin alginato ni cloruro de 

calcio ni poli-L-lisina. 
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Tabla 4.21. Concentración* de alginato de sodio, cloruro de calcio y poli-L-lisina en el 

componente acuoso de  las formulaciones constituídas por un 85% de miristato de isopropilo y 

15% de la mezcla agua/tensioactivos (30/70). 

 

Muestra 
Alginato de sodio 

(%) 

CaCl2 

(%) 

Poli-L-lisina 

(%) 

A 0,05 0,083 0,0083 

B 0,05 0,083 - 

C - - - 

D 1,0 0,015 0,0083 

*Todas las concentraciones se han expresado en relación peso/peso. 

 
 

 
 

Figura 4.43. Aspecto visual de las dispersiones de alginato reticulado con calcio en nano-
emulsión. La muestra C es la nano-emulsión sin alginato. 

 

 

En la Figura se observa el aspecto translúcido característico de la nano-emulsión (C), 

que se opacifica ligeramente al incorporar alginato, cloruro de calcio y poli-L-lisina. No 

se observan diferencias en cuanto al aspecto de las muestras A y B, que sólo se 

diferencian en el contenido en poli-L-lisina (muestra A). Sin embargo, la muestra D, con 

un mayor contenido de alginato, presenta un aspecto notablemente más blanco y se 

puede observar un pequeño precipitado al cabo de unas horas de su preparación. 

 

B A
 A  

C D 



 176 

  

Se caracterizaron estas muestras mediante DLS, utilizando el equipo Zetasizernano ZS 

(Malvern) y se estudió su estabilidad durante una semana. En la Tabla 4.22. se 

muestran los diámetros de partícula obtenidos (Z-average) y la polidispersidad y en la 

Figura 4.44 se observa la variación del tamaño en función del tiempo. 

 

Tabla 4.22. Tamaño de partícula (Z-average) y polidispersidad de las formulaciones en función 

del tiempo desde la preparación. 

Muestra Día 
Z-average 

(nm) 
Polidispersidad 

A 

1 120.9 0.158 
2 121 0.106 
5 123 0.129 
6 118.9 0.155 
7 121.1 0.088 

B 

1 123 0.212 
2 117 0.147 
5 116 0.201 
6 113.1 0.095 
7 114.5 0.091 

C  

1 101.5 0.138 
4 106.3 0.095 
5 105.9 0.042 
6 107.3 0.065 

D 

1 140.2 0.312 
4 126.4 0.165 
5 125 0.177 
6 114.3 0.248 

 

 

Figura 4.44. Variación del tamaño de partícula de las formulaciones A, B, C y D en función del 

tiempo. 
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Según los valores de Z-average obtenidos mediante el análisis de las muestras por DLS, 

los tamaños de partícula de la nano-emulsión C, que no contiene alginato ni cloruro de 

calcio ni poli-L-lisina, oscilan entre 101 y 107 nm, considerablemente inferiores a los de 

las formulaciones que contienen alginato, lo que se puede atribuir a la presencia de 

alginato en la fase interna y la formación de nanopartículas en las formulaciones A, B y 

D. Los valores más elevados (alrededor de 140 nm) y la mayor polidispersidad se 

obtienen con la formulación D, que contiene la concentración de alginato más alta. No 

se observan diferencias significativas entre las formulaciones A y B (alrededor de 120 

nm), con lo que no se ha podido constatar efecto alguno en el tamaño de partícula 

atribuible a la poli-L-lisina. Las formulaciones han mostrado estabilidad en cuanto al 

tamaño de partícula durante una semana, excepto la formulación D, que ha sufrido un 

descenso, probablemente debido a la sedimentación de las partículas más grandes, 

que correspondería al precipitado que se ha podido observar a simple vista. Cabe 

destacar el pequeño tamaño y la baja polidispersidad de estas nanopartículas 

preparadas a partir de nano-emulsión, en comparación con las nanopartículas de 

alginato reticulado con calcio preparadas en solución por el método de Rajaonarivony 

(Rajaonarivony 1993) y también con otras nanopartículas de alginato de sodio 

reticulado sólo con calcio descritas en la bibliografía (Paques, 2014).  En la Figura 4.45. 

se observa una imagen obtenida por microscopía crio-SEM de la muestra B. 

 

 

 

Figura 4.45. Imagen de la muestra B obtenida mediante microscopía electrónica crio-SEM. 
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Se efectuó un estudio de la estabilidad de las muestras A, B, C y D mediante un 

espectrómetro de difusión múltiple de luz (Turbiscan®). Dicho equipo mide la 

retrodifusión de la luz que atraviesa la muestra a distintas alturas (light backscattering) 

en función del tiempo y permite cuantificar la estabilidad con gran precisión. Cada 

muestra se colocó en una célula cilíndrica y fue analizada por un haz de luz emitido en 

el infrarojo cercano, a una longitud de onda de 880 nm. Dos sensores ópticos recibían 

al mismo tiempo y respectivamente la luz transmitida y la luz retrodispersada. La 

intensidad de la luz retrodispersada es directamente proporcional al tamaño de las 

partículas. Cada muestra estudiada fue escaneada cinco veces durante 5 minutos a 

25ºC y los análisis se repitieron en días consecutivos. En las Figuras 4.46., 4.47, 4.48 y 

4.49. se muestran los perfiles de retrodifusión (backscattering) obtenidos con las 

muestras estudiadas. 

 

 

Figura 4.46. Representación del backscattering de la muestra A. 
 

 
 

Figura 4.47.  Representación del backscattering de la muestra B. 
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Figura 4.48. Representación del backscattering de la muestra C. 
 
 

 
 

Figura 4.49. Representación del backscattering de la muestra D. 
 
 

 

Los resultados de retrodifusión de la luz muestran una mayor estabilidad en la nano-

emulsión C, que no contiene alginato, cuyos valores de intensidad se mantienen 

prácticamente constantes en toda la muestra y los espectros de retrodifusión están 

prácticamente superpuestos en los primeros días. Cabe destacar unas variaciones 

observadas en el cuarto día en una determinada altura, que podrían corresponder a 

alguna impureza. En cambio, en las otras muestras,  se observa notables diferencias 

entre el primer día (línea azul) con respecto a días sucesivos, especialmente en la 

muestra D, que contiene una mayor concentración de alginato. Estas variaciones 

observadas en las muestras A, B y D son compatibles con la formación de 
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nanopartículas en la fase interna de la nano-emulsión, con una mayor velocidad de 

sedimentación que las gotas de la nano-emulsión. 

 

Se estudió la influencia de la reticulación del alginato de sodio en el tamaño de 

partícula de las dispersiones. Para ello se preparó una nano-emulsión que contenía 

sólo alginato de sodio y se comparó con otra que también contenía cloruro de clacio. 

Los tamaños se compararon con la nano-emulsión sin alginato de sodio ni cloruro de 

calcio (nano-emulsión C). Las determinaciones se realizaron mediante el equipo de DLS 

Vasco2 (Cordouan), que proporciona valores de diámetro en nanómetros y la 

intensidad correspondiente a cada población de partículas. En la Tabla 4.22 se 

muestran los resultados obtenidos. 

 
 

Tabla 4.23. Tamaño de partícula (nm) de nano-emulsiones y dispersiones de nanopartículas en 

función de su composición. 

 

Muestra Alginato de sodio 

(%) 

CaCl2 

(%) 

Diámetro 

(nm) 

Intensidad 

C - - 
22,7 0,05 

109,8 0,92 

E 0,06 - 
60,8 0,22 

234,5 0,75 

F 0,06 0,1 
49,6 0,28 

145,7 0,69 

 
 

En la Tabla 4.23 se observa que para todas las muestras se obtienen dos valores 

correspondientes a dos  poblaciones: una población de partículas inferiores a 50 nm, 

con una baja intensidad y otra población de partículas más grandes con una mayor 

intensidad. Los valores menores se obtienen con la muestra C, que es la nano-emulsión 

sin alginato. Estos valores son similares a los obtenidos con el equipo Zetananosizer 

(Malvern) que proporcionaba un Z-average de 101,5 y una polidispersidad de 0,138 

para la misma formulación (muestra C, tabla 4.21). En la muestra C, la intensidad de la 

población de partículas pequeñas es muy pequeña (0,05). La intensidad de esta 
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población aumenta cuando hay alginato, lo que se traduce en un aumento de la 

polidispersidad de la muestra, igual como se puede evidenciar en los resultados de la 

Tabla 4.21. Sin embargo, es notable la disminución de tamaño de partícula de la 

muestra F, con alginato reticulado, en relación a la muestra E que no contiene cloruro 

de calcio. Este resultado se podría interpretar como una contracción debida al 

ordenamiento de las cadenas de alginato por la reticulación producida por los iones 

calcio. Sería necesario realizar más estudios con otras concentraciones de alginato y 

cloruro de calcio que permitieran comprobar esta hipótesis. De todas maneras, el 

efecto plantilla de la nano-emulsión en la formación de nanopartículas parece 

claramente demostrado. 

 

Con la finalidad de disminuir el tamaño de partícula obtenido y  la polidispersidad  y de 

acuerdo con metodologías propuestas en la bibliografía (Lertsutthiwong, 2008), se 

estudió el efecto de la aplicación de ultrasonidos en diferentes etapas del proceso de 

preparación. En la Tabla 4.24 se muestran los tamaños de partícula obtenidos con la 

muestra F. 

 

Tabla 4.24. Tamaño de partícula (nm) de dispersiones de nanopartículas formadas a partir de 

nano-emulsiones que contienen como componente acuoso una solución de  0,06% de alginato 

de sodio y un 0,1% de cloruro de calcio (muestra F), en función de la aplicación de ultrasonidos 

en diferentes etapas del proceso de preparación. 

 

Sonicación 
Diámetro 

(nm) 
Intensidad 

Sin sonicación 
49,6 0,28 

145,7 0,69 

15 minutos antes de incorporar 

miristato de isopropilo 

55,2 0,30 

181,5 0,66 

15 minutos después de incorporar 

miristato de isopropilo 

44,5 0,23 

130,6 0,73 

144,2 0,70 
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De los resultados obtenidos se puede deducir que la aplicación de ultrasonidos 

durante 15 minutos después de la incorporación del componente oleoso permite 

disminuir ligeramente el tamaño de dos poblaciones de partículas. Sin embargo, la 

sonicación de la muestra antes de incorporar el componente oleoso no consigue una 

disminución del tamaño sino lo contrario. Los resultados obtenidos parecen indicar 

una influencia positiva de la aplicación de ultrasonidos como método de 

homogeneización al finalizar la preparación de las dispersiones de nanopartículas pero 

sería necesario realizar nuevos ensayos para poder establecer con más precisión la 

duración más adecuada.   

 

Finalmente, se incorporó un fármaco hidrosoluble, clorhidrato de clindamicina, en un 

1% en las dispersiones de nanopartículas y se analizó el tamaño de partícula con 

fármaco incorporado.  El tamaño de partícula se incrementó ligeramente, tanto el de 

las partículas pequeñas que aumentó de 49,6 nm a 54,8 nm, como el de las partículas 

grandes, que aumentó de 145,7 nm a 179,4 nm, pudiéndose deducir la incorporación 

del principio activo en las nanopartículas, aunque no se determinó la eficiencia de 

encapsulación.  

 

Los resultados obtenidos en los estos estudios preliminares de preparación de 

nanopartículas de alginato reticulado a partir de nano-emulsiones ofrecen grandes 

posibilidades en cuanto al desarrollo de nuevas formas de dosificación de principios 

activos, debiéndose profundizar en la optimización del método de preparación, en la 

caracterización y en la estabilidad de las mismas, así como en la eliminación del 

componente oleoso y tensioactivos y posterior resuspensión en medio acuoso. Está 

previsto realizar estudios de liberación de fármacos desde estas nanopartículas, 

porque los tamaños obtenidos son considerablemente inferiores y más homogéneos 

que los de las nanopartículas de alginato de sodio reticuladas sólo con cloruro de calcio 

descritas en la bibliografía (Paques, 2014) y pueden ofrecer notables ventajas para su 

administración por distintas vías debido a su pequeño tamaño y a la biocompatibilidad 

del alginato y de  los excipientes utilizados. 
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5. CONCLUSIONES 

 

En este trabajo de investigación se ha estudiado la formación y caracterización de 

nanosistemas de liberación de fármacos que contienen alginato, con la finalidad de 

desarrollar nuevos sistemas de liberación controlada de fármacos. Se han seleccionado 

las emulsiones altamente concentradas (HIPREs) de fase externa acuosa (O/W) y 

oleosa (W/O) y las nano-emulsiones de fase externa oleosa (W/O) como sistemas 

tensioactivos adecuados estudiar la incorporación y reticulación del alginato y para la 

obtención de materiales porosos y nanopartículas de alginato como sistemas de 

liberación de fármacos. Todos los excipientes utilizados han sido biocompatibles y 

adecuados para uso farmacéutico. 

 

Los estudios realizados han permitido establecer las siguientes conclusiones: 

 

En cuanto a la selección del método y la concentración de alginato de sodio y cloruro 

de calcio: 

 

Se ha estudiado la reticulación del alginato de sodio mediante cloruro de calcio, 

utilizando el método de gelificación externa y se han seleccionado las mezclas más 

adecuadas para ser incorporadas a los distintos sistemas tensioactivos como 

componente acuoso, en función de la viscosidad de la mezcla, de las características de 

la emulsión y de la finalidad del estudio. Las composición del componente acuoso ha 

sido: a) en las HIPREs utilizadas como sistemas de liberación de fármacos: 1% de 

alginato de sodio y 0,015% de cloruro de calcio, por la baja viscosidad de la mezcla y la 

facilidad de incorporación en la preparación de la emulsión; b) en las HIPREs utilizadas 

como plantilla para la formación de materiales porosos y nanopartículas: 2% de 

alginato de sodio y  0,1% de cloruro de calcio, para conseguir una mayor cantidad de 

alginato reticulado y c) en las nano-emulsiones W/O utilizadas como plantilla para la 

formación de nanopartículas: 0,05-0,06% de alginato de sodio y alrededor del 0,1% de 



 186 

  

cloruro de calcio, para evitar la precipitación del alginato debido a la baja proporción 

de componente acuoso.  

 

En cuanto a la formación y caracterización de HIPREs W/O y O/W con alginato 

reticulado con calcio como sistemas de liberación controlada de fármacos: 

 

Se ha estudiado la incorporación del alginato de sodio y el cloruro de calcio como 

componente acuoso de HIPREs W/O, con un 83% de componente acuoso y una 

relación de parafina líquida y Cremophor WO7 de 70/30 en peso,  y en HIPREs O/W, 

con un 83% de Miglyol 812 y una relación de componente acuoso y Cremophor RH455 

de 80/20. Se ha caracterizado la estructura de las emulsiones mediante microscopía 

óptica y electrónica y reología, pudiéndose comprobar que las gotas de las HIPREs 

W/O obtenidas son de tamaño nanométrico mientras que las de las HIPREs O/W son 

de tamaño micrométrico. La viscosidad está claramente influenciada por la presencia 

de alginato y por el orden de incorporación del alginato de sodio y el cloruro de calcio 

en la preparación de la HIPREs, especialmente en las HIPREs W/O, cuyo valor del 

módulo elástico (G’) aumenta considerablemente en presencia de alginato de sodio y 

cuando se incorpora en primer lugar el cloruro de calcio y seguidamente el alginato de 

sodio, lo que indica que el proceso de reticulación está influído por el orden de 

incorporación de los componentes. El efecto en la viscosidad de la emulsión no es tan 

notable como en las HIPREs W/O debido a la baja proporción del componente acuoso 

que constituye la fase externa. 

Se ha incorporado un fármaco prácticamente insoluble en agua, ketoprofeno, y un 

fármaco muy soluble en agua, clorhidrato de clindamicina, a HIPREs W/O y O/W con 

alginato reticulado con calcio y se ha estudiado la influencia de la estructura y 

composición de dichas emulsiones en  la liberación de los fármacos desde las 

emulsiones a una solución receptora. Se ha podido constatar la posibilidad de 

controlar la liberación del ketoprofeno cuando se incorpora en emulsiones altamente 

concentradas W/O, en comparación con una solución de ketoprofeno o un hidrogel 

comercial,  especialmente cuando se incorpora alginato en la fase interna y también se 

ha observado una mayor retención de ketoprofeno cuando el componente acuoso de 

la HIPRE es el alginato reticulado con cloruro de calcio, cuando se ha incorporado en 
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primer lugar el cloruro de calcio y en segundo lugar el alginato. La mayor retención del 

principio activo en las HIPREs W/O en comparación con las HIPREs O/W cuando la fase 

acuosa está reticulada se podría justificar por la localización preferente del principio 

activo en las  interfases de las HIPREs W/O debido a su solubilidad y también por la 

elevada proporción de alginato reticulado en las HIPREs W/O en comparación con las 

HIPREs O/W por lo que el efecto de retención en la matriz de alginato es mucho 

menor. 

 

Los resultados de los estudios de liberación de un fármaco hidrosoluble, clorhidrato  

de clindamicina, permiten concluir que las HIPREs pueden controlar la liberación del 

mismo: cuando el principio activo está en la fase interna acuosa (HIPREs W/O), debido 

a su elevada solubilidad en agua, la liberación es extraordinariamente lenta y se 

acelera ligeramente cuando en la fase interna hay alginato reticulado, probablemente 

debido a un efecto salting out provocado por el cloruro de calcio; sin embargo, cuando 

el principio activo está mayoritariamente en la fase externa (HIPREs O/W), la liberación 

es mucho más rápida, alcanzándose la total liberación después de 24-25 horas pero 

dicha liberación es muy inferior a la difusión que se produce desde una solución 

acuosa, por lo que el medio altamente compartimentalizado que caracteriza a las 

HIPREs permite retardar considerablemente la liberación. El efecto del alginato o del 

alginato reticulado es insignificante cuando se encuentra en la fase externa, 

probablemente debido a su baja concentración. 

 

Se ha demostrado que la aplicación del método de gelificación externa de alginato en 

un medio altamente compartimentalizado como son las HIPREs ofrece nuevas 

posibilidades para la obtención de nuevos materiales que permitan la liberación 

controlada de fármacos. Asimismo y del mismo modo que en estudios previos 

realizados con otros sistemas y otros principios activos, se ha constatado la eficacia de 

los estudios de liberación de  principio activo para interpretar las propiedades de 

sistemas micro y nanoestructurados y diseñar formas de liberación controlada. 
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En cuanto a la formación y caracterización de materiales porosos de alginato 

reticulado con calcio utilizando HIPREs O/W como plantilla: 

 

Se han obtenido materiales porosos de alginato reticulado con calcio, utilizando como  

plantilla HIPREs O/W, con un 83% de Miglyol 812 y una relación de componente 

acuoso y Cremophor RH455 de 80/20, siendo el componente acuoso una mezcla de 

alginato de sodio al 2% y cloruro de calcio al 0,1%. Las HIPREs obtenidas han sido 

lavadas con disolventes orgánicos para eliminar el componente oleoso y el 

tensioactivo, secadas a 50º y el material poroso obtenido ha sido caracterizado 

mediante microscopía electrónica y porosimetría. El análisis de los materiales de 

alginato obtenidos a partir de HIPREs O/W permite concluir que dichos materiales 

presentan una porosidad no sólo debida al efecto plantilla de las emulsiones, sino que 

también presentan porosidad en las paredes de los poros. Esta porosidad puede 

atribuirse a que el alginato está en una proporción muy baja en la fase continua de la 

HIPRE y no es suficiente para cubrir toda la superficie de la fase continua, con lo que 

quedan espacios vacíos. No se han incorporado concentraciones más elevadas de 

alginato debido a la elevada viscosidad de las dispersiones, que dificulta la preparación 

de las HIPREs. El valor relativamente bajo de superficie específica, 28,85 m2/g, muestra 

que dichos materiales son básicamente macroporosos, ya que la presencia de 

microporos (tamaño inferior a 2 nm) produciría unos valores superficie específica 

mucho más grandes. Además, la baja adsorción de gas a presiones bajas también 

indica la ausencia de microporosidad. 

 

En cuanto a la formación y caracterización de nanopartículas de alginato reticulado con 

calcio utilizando HIPREs W/O como plantilla: 

 

Se han obtenido nanopartículas de alginato de sodio reticulado con calcio, utilizando 

como plantilla HIPREs W/O, con un 83% de componente acuoso y una relación de 

parafina líquida y Cremophor WO7 de 70/30 en peso, siendo el componente acuoso 

una mezcla de alginato de sodio al 2% y cloruro de calcio al 0,1%. Las HIPREs obtenidas 

han sido lavadas con disolventes orgánicos para eliminar el componente oleoso y el 

tensioactivo, secadas a 50º y el material nanoparticulado obtenido ha sido 
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caracterizado mediante microscopía electrónica, constatándose la forma 

isodiamétrica, la agregación de las partículas y la gran polidispersidad en el tamaño, 

característico de las HIPREs que se han utilizado como plantilla. El método de 

preparación, a partir de emulsiones altamente concentradas favorece la agregación de 

las partículas y la polidispersidad, obteniéndose un material nanoparticulado, cuya 

estructura es inversa a la estructura del material poroso obtenido a partir de las 

HIPREs O/W. Si se comparan las partículas obtenidas a partir de las HIPREs con las 

obtenidas en solución, se observa una mayor densidad de partículas cuando se utilizan 

HIPREs como plantilla, lo que puede atribuirse tanto a la mayor concentración de 

alginato utilizado como a la estructura compartimentalizada de las HIPREs, que 

permite una distribución del alginato más homogénea. Asimismo, se observan 

diferencias en la morfología de las partículas, siendo mucho más redondeadas las 

obtenidas a partir de HIPREs. En ambos casos se observa polidispersidad. En un futuro 

está previsto estudiar la posibilidad de  dispersar las partículas agregadas formadas a 

partir de HIPREs, la estabilidad del material constituido por partículas agregadas y la 

influencia de las variables de composición así como la optimización de las 

formulaciones y de los métodos de preparación. 

 

En cuanto a la formación y caracterización de nanopartículas de alginato reticulado con 

calcio utilizando nano-emulsiones W/O como plantilla: 

 

Se han obtenido nanopartículas de alginato de sodio reticulado con calcio, utilizando 

como plantilla nano-emulsiones W/O del sistema componente acuoso/mezcla de 

tensioactivos Cremophor EL:Cremophor WO7 (1:7, en peso)/miristato de isopropilo, 

con un 85% de miristato de isopropilo y una relación de componente acuoso y mezcla 

de tensioactivos de 30/70 en peso, siendo el componente acuoso una mezcla de 

alginato de sodio al 0,05-0,06% y cloruro de calcio alrededor del 0,1%.  Las 

nanopartículas de alginato reticulado obtenidas se han caracterizado mediante 

técnicas de Dynamic Light Scattering (DLS)  y se han determinado tamaños inferiores a 

150 nm. Se ha estudiado la influencia en el tamaño de partícula de variables de 

composición como la concentración  de alginato, de cloruro de calcio, de poli-L-lisina, 

de clorhidrato de clindamicina y de variables en el método de preparación como el 
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orden de incorporación de los componentes y la aplicación de ultrasonidos. Se ha 

constatado una disminución en el tamaño de partícula cuando el alginato está 

reticulado con calcio, cuando se somete a ultrasonidos después de la incorporación del 

componente oleoso. El tamaño de partícula se incrementaba ligeramente cuando se 

incorporó un 1% de clorhidrato de clindamicina. Los tamaños obtenidos son 

considerablemente inferiores y más homogéneos que los de las nanopartículas de 

alginato de sodio reticuladas sólo con cloruro de calcio descritas en la bibliografía. Los 

resultados obtenidos en los estos estudios preliminares de preparación de 

nanopartículas de alginato reticulado a partir de nano-emulsiones ofrecen grandes 

posibilidades en cuanto al desarrollo de nuevas formas de dosificación de principios 

activos, debiéndose profundizar en la optimización del método de preparación, en la 

caracterización y en la estabilidad de las mismas, así como en la eliminación del 

componente oleoso y tensioactivos y posterior resuspensión en medio acuoso.   
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