Variables de procesado en
homogeneizador de alta presion,
Microfluidizer®, que influyen en la distribucion
de tamanos de gota vy estabilidad fisica de
emulsiones aceite esencial de tomillo/agua

M. J. Martin-Pifero, L. A. Trujillo, M2 C. Garcia, J. Muiioz y M2 C. Alfaro*

@ Departamento de Ingenieria Quimica. Facultad de Quimica.

Universidad de Sevilla c/ P. Garcia Gonzalez, 1, E41012, Sevilla, Spain

Processing variables with high pressure homogenizer as Microfluidizer® influencing on droplet
size distribution and physical stability of thyme essential oil/W emulsions

Variables de processament en homogeneitzador d'alta pressio, Microfluidizer®,
que influeixen a la distribucio de mides de gota i a la estabilitat fisica d'emulsions de oli
essencial de farigola/aigua

RECEIVED: 26 JUNE 2018; RECEIVED: 30 JULY 2018; ACCEPTED: 5 SEPTEMBER 2018

SUMMARY

The aim of this work consisted of investigating the
influence of the pressure applied with high pressure
homogenizer with Microfluidizer® technology (2500,
5000, 7500, 10000, 12500 y 15000 psi) on the droplet
size distribution and physical stability of O/W emul-
sions formulated with thyme essential oil and an al-
kyl poly pentoside as an emulsifier. In addition, the
number of passes (1 or 2 cycles) through the homog-
enizer is also studied. In order to study the quality
of emulsions, techniques such as laser diffraction and
multiple light scattering have been used together. It
has been shown that, in general, for thyme essential
oil emulsions stored at 4°C, the lower the pressure ap-
plied and the number of passes through the homog-
enizer the better the physical stability being the main
mechanisms of destabilization the creaming and the
so-called oiling off. This work contributes to the devel-
opment of ecological emulsions with the added value
of that they have antimicrobial properties which is
very interesting in industries such as food, cosmetics
or agrochemical.

Keywords: Laser diffraction, Multiple light scatter-
ing, Green solvent, Emulsion, Surfactant.
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha consistido en investigar
cémo influye la presién aplicada en homogeneizador
de alta presion con tecnologia Microfluidizer® (2500,
5000, 7500, 10000, 12500 y 15000 psi) sobre la dis-
tribucién de tamanos de gota y estabilidad fisica de
una emulsiéon O/W formulada con aceite esencial de
tomillo y un alquil polipentésido como emulsionante.
Adicionalmente se estudia la influencia del nimero
de pasadas (1 y 2) a través del homogeneizador. Para
estudiar la calidad de las emulsiones se han utilizado
conjuntamente técnicas como la difraccion laser y el
multiple light scattering. Se ha demostrado que, en
general, para las emulsiones de aceite esencial de to-
millo almacenadas en frio, a una temperatura de 4°C,
cuanto menor es la presion aplicada y el nimero de
pasadas a través del homogeneizador mejor es la es-
tabilidad fisica de las mismas siendo los principales
mecanismos de desestabilizacion el cremado y el co-
nocido como oiling off. Este trabajo contribuye al de-
sarrollo de emulsiones ecoldgicas que tienen ademds
el valor anadido de poseer propiedades antimicrobia-
nas, propiedades de gran interés en industrias como la
alimentaria, la cosmética o la agroquimica.
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Palabras clave: Difraccién laser, Retrodispersion
multiple de luz, Disolvente verde, Emulsién, Tensio-
activo.

RESUM

Lobjectiu d'aquest treball ha consistit en investi-
gar com influeix la pressié aplicada en homogeneit-
zador d'alta pressié amb tecnologia Microfluidizer®
(2500, 5000, 7500, 10000, 12500 i 15000 psi) sobre
la distribuci6 de mides de gota i estabilitat fisica
d'una emulsié O/W formulada amb oli essencial de
farigola i un alquil polipentosit com emulsionant. A
més a s'estudia la influéncia del nombre de passades
(112) através de I'homogeneitzador. Per estudiar la
qualitat de les emulsions s'han utilitzat conjunta-
ment tecniques com la difraccié laser i el multiple
light scattering. S'ha demostrat que, en general, per a
les emulsions d'oli essencial de farigola emmagatze-
mades en fred, a una temperatura de 4°C, com me-
nor és la pressio aplicada i el nombre de passades
a través de I'homogeneitzador millor és l'estabilitat
fisica de les mateixes sent els principals mecanismes
de desestabilitzacié el cremat i el conegut com oiling
off. Aquest treball contribueix al desenvolupament
d'emulsions ecologiques que tenen a més el valor
afegit de posseir propietats antimicrobianes, propie-
tats de gran interés en industries com l'alimentaria,
la cosmetica o l'agroquimica.

Paraules clau: Difracci6 laser; retrodispersié mul-
tiple de llum; dissolvent verd; emulsio; tensioactiu.

1. INTRODUCTION

El desarrollo sostenible aplicado a la industria qui-
mica justifica hoy dia el uso de disolventes verdes y
tensioactivos ecoldgicos en el desarrollo de nuevas
formulaciones.

Los aceites esenciales son compuestos aromdticos
derivados de productos naturales que poseen activi-
dad bioldgica de amplio espectro!. Precisamente gra-
cias a sus propiedades antioxidantes, antifingicas y
antivirales, tienen numerosas aplicaciones como in-
gredientes funcionales en alimentacién, cosmaética,
farmacia o medicina>*. Por ejemplo, se ha demos-
trado que el aceite esencial de tomillo es capaz de
inhibir algunos tipos de bacterias y levaduras®. Estas
propiedades se atribuyen a sus componentes fen6li-
cos y la interaccién que ejercen con las membranas
de las células de los microorganismos. El aceite esen-
cial de tomillo, como todos los aceites esenciales, es
hidréfobo por lo que para mejorar su dispersabili-
dad se introduce en forma de emulsién. Ahora bien,
para que una emulsion pueda formarse es necesaria
la incorporacién de agentes emulsionantes. En este
trabajo se ha utilizado un alquil polipentésido obte-
nido a partir de una materia prima renovable (trigo)
y con escasa o nula toxicidad, por lo que puede ser
considerado un tensioactivo ecolégico.

Numerosos son los factores que determinan las
propiedades finales y estabilidad fisica de la emul-
sion. Entre ellos se encuentra el procesado. Este
puede llevarse a cabo con equipos rotor-estator,
membranas u homogeneizadores de alta presién (de
valvulas o con tecnologia Microfluidizer®).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la influen-
cia de la presién y del nimero de pasadas a través de
un homogeneizador de alta presién con tecnologia
Microfluidizer® sobre la distribucién de tamaios de
gota, didmetros medios y estabilidad fisica de emul-
siones O/W formuladas con aceite esencial de tomi-
llo como fase dispersa y un tensioactivo ecolégico
derivado de trigo como emulsionante. Para conse-
guir este objetivo se han combinado técnicas como
la difraccion laser y multiple light scattering.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

La fase dispersa de las emulsiones constituida por el
aceite esencial de tomillo (Thymus Vulgaris) (938g/L
a 25°C) fue suministrada por Bordas Chinchurreta
S.A. Como emulsionante se ha utilizado un alcohol
C14/C18-poliglucésido (HLB de 9-9,5) proporciona-
do por Wheatoleo y conocido comercialmente como
Appyclean 6548. Como fase continua se ha utilizado
agua ultrapura de calidad Milli-Q°.

2.2 Métodos

2.2.1. Preparacion de las emulsiones

Emulsiones concentradas con un 40% en peso de
aceite de tomillo y 4% en peso de tensioactivo, han
sido preparadas en un homogeneizador de alta pre-
sién con tecnologia Microfluidizer® (Microfluidizer®
M110P) que utiliza una cdmara de cizalla en forma de
Y, modelo F12Y. Este homogeneizador es alimentado
con emulsiones groseras o pre-emulsiones obtenidas
haciendo uso de un equipo rotor estator Silverson
L5M con una malla de homogeneizacién. Destacar
que el tensioactivo Appyclean 6548 es soluble en la
fase oleosa y se presenta en forma sélida por lo que,
antes de ser usado se calienta en estufa junto con el
disolvente a una temperatura de 60°C durante 1 hora.
A continuacién se procede a preparar la pre-emulsion
siguiendo dos etapas. Una primera etapa en semicon-
tinuo, en la que la fase dispersa es afnadida lentamente
ala fase continua mientras se agita a 2000 rpm duran-
te 180s. Una segunda etapa en discontinuo en la que
se agita la mezcla a la misma velocidad hasta alcanzar
los 210 s. Una vez preparada la emulsién grosera, se
alimenta el homogeneizador M110P y se procesa utili-
zando como variables la presién: 2500 psi (17,2 MPa),
5000 psi (34,5 MPa), 7500 psi (51,7 MPa), 10000 psi
(68,9 MPa), 12500 psi (82,7 MPa) y 15000 psi (103,5
MPa) y el nimero de pasadas (1 y 2 pasadas). Durante
la preparacién se utilizé un bafio termostatico para
mantener la temperatura constante a 20°C. Posterior-
mente se almacenaron en frio a 4°C. Se prepararon
dos lotes de cada una de las muestras.
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2.2.2. Distribucion de tamaiios de gota

La distribucién de tamafios de gota se determind
mediante difraccién ldser con un equipo Master-
sizer X (Malvern). Las medidas se realizaron por
duplicado a lo largo del tiempo de envejecimiento
presentandose los resultados como la media de los
mismos. A partir de la distribucién de tamanos de
gota (DTG) se han obtenido los didmetros medios
(didmetro medio de Sauter, D,, y didmetro medio
volumétrico, D, ,) asi como el pardmetro span el cual
ha sido utilizado para evaluar la polidispersidad de
los tamafos de gota. Estos pardmetros se calculan
mediante las ecuaciones que a continuacion se in-
dican:

Zﬁlnid? (1)
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donde d. es el didmetro de la gota, N es el nimero
total de gotas y n, es el nimero de gotas que tienen
el didmetro d..

_ D(%,0.9)- D(v,0.1) (3)

span
P D(v,0.5)

donde D(v,0.9), D(v,0.5) y D(v,0.1) son los didmetros
acumulativos al 90%, 50% y 10% respectivamente.

2.2.3. Estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las muestras se ha monitori-
zado mediante el equipo Turbiscan Lab Expert (For-
mulaction) el cual utiliza la técnica de retrodispersion
multiple de luz (multiple light scattering). Los resul-
tados se presentan como porcentaje de variacién de
luz retrodispersada o modo referencia (ABS%), de tal
forma que a cada barrido se le sustrae el resultado del
primero. De esta forma se aprecian mejor los cambios
que tienen lugar en los perfiles de luz retrodispersada.
Para su analisis se ha utilizado el Indice de estabilidad
de Turbiscan, aplicado a toda la altura de la muestra,
de tal forma que tiene en cuenta todos los procesos
de desestabilizacion que tienen lugar en ella®. Cuanto
mads elevado es su valor, menos estable es la muestra.
Se obtiene mediante la ecuacién:

TSI = Z|scan,g/ (h;)—scan,(h, )| @)
j

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Enla figura 1 se muestra, a modo de ejemplo, la dis-
tribucién de tamarios de gota de la emulsién prepa-
rada a 10000 psi en funcién del nimero de pasadas
a través del homogeneizador M110P, para un tiempo
de envejecimiento de 24 h. Como puede observarse,
las distribuciones son bimodales caracterizandose
por presentar un primer maximo de poblacién de
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gotas por debajo de 1 micra y un segundo pico a va-
lores de aproximadamente 2 6 3 um. La existencia
de esta segunda poblacion de gotas estd causada por
un fenémeno de re-coalescencia, inducido por un
exceso de energia mecédnica durante el proceso de
emulsificaciéon”®. En general, se encuentra que, a este
tiempo de envejecimiento, al aumentar el nimero de
pasadas la distribucion se desplaza hacia tamanos
menores de gota pero, al mismo tiempo, se produce
un aumento del niimero de gotas de mayor tamaio,
es decir, aumenta la recoalescencia de gotas.

18 4 —=— 1 pasada
—#— 2 pasadas

% Volumen

01 1 10

Diametro de gota (um)

Figura 1. Distribucién de tamarios de gota de la emulsion
aceite esencial de tomillo/W procesada en homogeneiza-
dor de alta presién M110P a 10000 psi como una
funcion del niimero de pasadas. Tiempo de envejeci-
miento: 24 h

El efecto de la presién sobre la distribucién de ta-
mafios de gota a las 24 horas de envejecimiento se
ilustra en la figura 2, donde a modo de ejemplo se
representan las distribuciones para 1 pasada a tra-
vés del M110P. La presién influye de forma similar
al ndmero de pasadas, es decir, las distribuciones de
tamafios de gota se desplazan ligeramente hacia la
izquierda y al mismo tiempo el segundo maximo de
poblacion de gotas se incrementa.

16 —a— 2500 psi
1 —a— 5000 psi
—&— 7500 psi
—— 10000 psi
—4— 12500 psi
—p— 15000 psi

% Volumen

Diametro de gota (um)

Figura 2. Distribucidén de tamaiios de gota de emulsiones
aceite esencial de tomillo/W procesadas en homogeneiza-
dor de alta presion M110P, 1 pasada, como una funcion
de la presion aplicada. Tiempo de envejecimiento: 24 h



El tiempo de envejecimiento desplaza la distribu-
cién hacia mayores tamafos y provoca un aumento
de la poblacién de gotas correspondiente a tama-
nos del orden de 2-3 micras. Este comportamiento
se ilustra en la figura 3 donde, a modo de ejemplo,
se representa la DTG para emulsiones aceite esen-
cial de tomillo/W procesadas en M110P, 1 pasada
a 5000 psi.

—a—Dia 1
—+—Dia7
—4—Dia 10
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Figura 3. Distribucion de tamaiios de gota de la
emulsion aceite esencial de tomillo/W procesada en
homogeneizador de alta presion M110P,

1 pasada a 5000 psi como una funcién del
tiempo de envejecimiento.

Los didmetros medios de Sauter y volumétricos asi
como el span en funcién de la presion ejercida en
M110P y del nimero de pasadas estan recogidos en
la tabla 1. En primer lugar, destacar los bajos va-
lores que presentan los didmetros medios; todas
las emulsiones estudiadas presentan valores muy
por debajo de la micra. Se puede hablar, pues, de
emulsiones submicrénicas. Un andlisis de dicha ta-
bla revela que: a) en general D3,2 no varia signifi-
cativamente ni con el nimero de pasadas ni con el
tiempo de envejecimiento aunque si se observa que
a altas presiones o mayor nimero de ciclos tiende
a ser menor y b) a diferencia de lo que le ocurre al
didmetro medio de Sauter, el didmetro medio vo-
lumétrico, mds sensible a la agregacion de gotas,
si muestras variaciones significativas tanto con el
tiempo de envejecimiento como con el nimero de
pasadas. Respecto a la presion, D4,3 alcanza un va-
lor maximo a 12500 psi. Con respecto al nimero de
pasadas, D4,3 se mantiene practicamente invariable
a presiones bajas, mientras que a partir de 10000 psi
las diferencias de este parametro entre una y dos
pasadas son mds significativas. El pardmetro span,
el cual determina la polidispersidad de la emul-
sién, también muestra, en general, un aumento de
su valor tanto con el nimero de pasadas como con
el tiempo de envejecimiento. Esta claro que al au-
mentar la energfa aplicada (mayor presién o mayor
numero de pasadas) el efecto de la recoalescencia de
gotas se incrementa.

Tabla 1. Didmetro medio de Sauter, didmetro medio
volumeétrico y span en funcién de la presion, niimero de
ciclos y tiempo de envejecimiento de emulsiones aceite
esencial de tomillo/W procesadas en homogeneizador

de alta presién M110P
Tiempe
Presién (ps) Pasadas Dz () Dz (um) Span
Enw ejecimiento (dias)
1 0,52+0:03 0,3620.01 1,580 06
1 7 0.63+0:03 0.39+0.02 1.5202
2500
1 0,51+0:03 0,310,010 1,707£0.0%
H 7 0.7520.02 0.3520.01 22003
1 0,52:0.05 0,37£0.01 1,475£0.07
1
7 0.68+0.06 0.37+0.03 2424006
5000
1 0,51+0:03 0,38+0.01 1,67620.07
2
7 0.61£0.02 0.3840.03 1754005
1 0,50+0:01 0,35£0.01 1,565:0.02
1
7 071003 0.38+0.02 2124004
7500
1 1,40£0.06 0,37£0.01 175002
2
7 1.612001 0.3840.05 176009
1 0,540.03 0,36£003 1,590 06
1
7 0.62+0.03 0.38£004 1752003
10000
1 0,55+0:03 0,31£0.01 1,9840.02
2
7 0742004 0.35£003 426005
1 0,58:0.01 0,33£0.01 1,899£0.02
1
7 075004 0.38+0.05 3762008
12500
1 0,65+0:03 0,350,010 1,727%0.1
2
7 115003 0.37+0.06 £65007
1 0,5220.05 0,32£0.01 1,76540.7
1
7 0.7520.01 0.3620.02 3765008
15000
1 0,60=0.02 0,32£0.01 1,572320.3
Z
7] 071004 0.35£002 40801

En la figura 4 se muestran los perfiles de luz re-
trodispersada frente a la altura de la célula de me-
dida que contiene la muestra como una funcién del
tiempo de envejecimiento para emulsiones proce-
sadas a 5000 psi y 15000 psi a 1 pasada (figuras
4a y 4b, respectivamente) y procesada a 5000 psi
2 pasadas (figura 4c). En la figura 4a se observa
un descenso del %delta-backscattering en la zona
baja y alta del vial mientras que en la zona central
del mismo los perfiles permanecen précticamente
constantes. De acuerdo con la teoria de multiple
light scattering este comportamiento se asocia a un
proceso de cremado de gotas como consecuencia
de la diferencia de densidades entre las fases con-
tinua y dispersa. Ademas, las gotas al migrar hacia
la parte superior de la célula de medida, chocan
unas con otras, se fusionan y, finalmente provoca
coalescencia de gotas en la fase cremada de ahi el
descenso observado en la parte superior del vial.
Este dltimo proceso se conoce como oiling off. Si
comparamos los resultados con los mostrados por
la emulsién sometida a mayor presién (figura 4b),
se encuentra que el proceso de desestabilizacion
por cremado ha disminuido considerablemente
mientras que el proceso de oiling off aumenta. Lo
mismo ocurre con la emulsién sometida a dos pa-
sadas, figura 4c, donde se observa una menor dis-
minucién del %delta-backscattering en la zona baja
de la célula de medida y una mayor disminucién
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de éste en la zona alta de la célula de medida. Este
resultado puede atribuirse al hecho de que a altas
presiones o al aumentar el ndimero de pasadas,
como se ha comentado anteriormente, el tamano
medio de Sauter, aunque no de forma significativa,
es ligeramente menor. Se sabe que cuando el ta-
mafio es pequeno el proceso de cremado estd més
desfavorecido®°. No obstante, sigue existiendo un
ligero proceso de desestabilizacién por cremado. A
este hecho se suma que bajo estas condiciones, mds
energia, el segundo pico de las distribuciones de
tamafos de gota aumenta debido a un exceso de
energfa mecdnica (recoalescencia) lo cual implica
la existencia de gotas de mayor tamafno que, una
vez en la fase cremada se fusionan provocando una
mayor desestabilizacién por coalescencia.

Con el objetivo de cuantificar la cinética de deses-
tabilizacién por expulsién de aceite, se determind
el % oiling off (Oil ) en funcién del tiempo de en-
vejeciendo haciend/o uso de la siguiente ecuacién:

&
. _ - BR
OO . = oy~ 100 ()

donde es la altura del aceite libre y es la altura
total de la emulsién.
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Figura 4. Delta-backscattering frente a la altura de la
célula de medida que contiene a la muestra como una

funcion del tiempo de envejecimiento de la emulsién

aceite esencial de tomillo/W procesada en a) homoge-
neizador de alta presion M110P, 1 pasada a 5000 psi,
b) homogeneizador de alta presion M110P, 1 pasada a
15000 psi y ¢) homogeneizador de alta presion M110P,

2 pasadas a 5000 psi.
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En la figura 5 se representa el proceso de deses-
tabilizacién que ocurre en la zona alta de la célula
de medida, es decir, la expulsién de aceite debido
a un proceso localizado de coalescencia'’. Hay una
primera etapa de retraso en la expulsién de aceite
que da paso a la misma y a la separacién visual de
fases. Independientemente del nimero de pasadas
se ha de destacar que la emulsién que més tarde
comienza a expulsar aceite es la procesada a 5000
psi. Del resto de emulsiones destacar que aquella
procesada a 10000 psi es la que expulsa aceite a una
velocidad menor.

4 Il 1 pasada
I 2 pasadas

2.0 4

2.0 4

TSI Global

1.0

0.5

0.0 -

2500 5000 7500 10000 12500 15000
Presion (psi)

Figura 6. TSI global frente a la presion aplicada en
homogeneizador de alta presion M110P a los 7 dias de
envejecimiento de emulsiones aceite esencial de
tomillo/W como una funcién del niimero de pasadas.

Un andlisis del pardmetro TSI global a los 7 dias
de envejecimiento (figura 6) nos permite analizar
la estabilidad de las diferentes emulsiones investi-
gadas considerando todos los procesos de deses-
tabilizacién que en ellas tienen lugar. Cuanto mds
elevado es el valor de este pardmetro mds inesta-
ble es la emulsién. De acuerdo con este criterio, se
puede afirmar que, independientemente del name-
ro de pasadas, la emulsiéon menos estable es aquella
procesada a 12500 psi. Este resultado es coherente
con los obtenidos por difraccién laser donde, debe
recordarse, que eran estas emulsiones las que pre-
sentaban un didmetro medio volumétrico mas ele-
vado. Respecto al niumero de pasadas, en general 1
pasada produce emulsiones mds estables que si el
numero de veces que la emulsién pasa a través del
homogeneizador M110P se duplica. Analizando si-
multdneamente ambas variables se puede concluir
que la emulsién mds estable es aquella procesada a
5000 psiy 1 pasada.

CONCLUSIONES

En este estudio se han podido obtener emulsiones
concentradas de aceite esencial de tomillo y agua
empleando un homogeneizador de alta presién con
tecnologia Microfluidizer®. Estas emulsiones satis-
facen la necesidad actual de desarrollar productos

sostenibles ya que estdn formuladas con productos
verdes. Todas las emulsiones procesadas se des-
estabilizan por cremado y oiling off si bien al au-
mentar la energfa aplicada durante su procesado la
desestabilizacién por cremado disminuye mientras
que la coalescencia en la fase cremada aumenta.
La consideracion de todos los procesos de desesta-
bilizacién permite concluir que la emulsién aceite
esencial de tomillo/W con mayor estabilidad fisica
es la procesada a 5000 psi y 1 sola pasada.
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