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Resumen

La microencapsulacién de compuestos de actividad biolagica (ADN, farmacaos, proteinas, probidticos, enzimas, etc.), desde el punto de
vista tecnoldgico, podria definirse como el proceso de recubrimiento de dichos compuestos, bajo la forma de moléculas, particulas solidas
o plobulos liquidos, con materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio micrométrico. Uno de los polimeros
naturales més utilizados para la produccién de microesferas es el quitosano (f3-1,4- glucosamina).

Diversos métodos han sido propuestos para Ia produccién de microcipsulas, divididos en tres grupos: procesos fisicos, procesos quimnicos
¥ procesos fisico-quimicos.

En el presente trabajo se ensayaron distintas metodologias para la produccién de microesferas y microcdpsulas de quitosano. Segiin Ia
metodologia empleada se obtuvieron distintos tipos de esferas en 1o que respecta a tamaiio y densidad principalmente. Las microparticu-
las obtenidas se evaluaron mediante microscopia optica. electronica de barrido, asi como se realizd Ia evaluacion de su estabilidad y
liberacidon del agente encapsulado.

Abstract

The microencapsulation process of agents with biological activity (such as DNA, pharmaceuticals, proteins, probiotics, enzymes, etc.),
from the technological view. could be defined as the coating process of those agents, under a molecular form, solid particles, or liquid
globules, with materials of different nature, that gives particles particles of micrometric size. One of the most used natural polymers for
the production of microspheres is chitosan ({3-1,4-glucosamine).

Various methods have been proposed for the production of microcapsules, divided into three groups: physical processes, chemical pro-
cesses, and physico-chemical processes.

In this work, it were assayed different methodologies for the production of chitosan microspheres and microcapsuoles. Depending on the
methodology used, were obtained differente types of spheres in reference to size and density. The microparticles produced were evalu-
ated with optic microscopy, scanning electronic microscopy, So as were evaluated its stability and liberation of the encapsulated agent.
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origen natural como sintético (Aitex Review). Uno de los polimeros
naturales utilizados para la produccién de microesferas es el quitosano
(B-1,4- glucosamina). Este biopolimero policatiénico, es la forma
soluble (desacetilada) de la quitina, un polimero lineal constituido por

Generalidades de la
microencapsulacion

os procesos de encapsulacion fueron desarrollados entre los afios

1930 y 1940 por la National Cash Register para la aplicacién
comercial de un tinte a partir de gelatina como agente encapsulante
mediante un proceso de coacervacién (Popplewell et.al. 1995)

La microencapsulacion de compuestos de actividad bioldgica (ADN,
fdrmacos, proteinas, probidticos, enzimas, etc.), desde el punto de vista
tecnolégico, podria definirse como el proceso de recubrimiento de dichos
compuestos, bajo la forma de moléculas, particulas sélidas o glébulos
liquidos, con materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de
tamafio micrométrico. El producto resultante de este proceso tecnoldgico
recibe la denominacién de “microesfera” 6 “microcdpsula”, dependiendo
de cual sea su morfologia y estructura interna.

Las microcdpsulas se diferencian de las microesferas principal-
mente por el tipo de estructura interna (Figura 1). En el primer caso,
el principio activo, que puede ser de naturaleza liquida o sélida, se
encuentra incluido en una especie de reservorio recubierto por una fina
pelicula de material. En el caso de las microesferas, el principio activo
se encuentra altamente disperso bajo la forma de diminutas particulas
0 de moléculas en una matriz de material que puede ser lo mismo del
recubrimiento. La obtencién de un tipo de estructura u otro, depende
de las propiedades fisicoquimicas del principio activo y del material
de recubrimiento, asi como del proceso tecnolégico efegido.

En cuanto al recubrimiento, el polimero utilizado para la consti-
lucion, tanto de la microesfera como de la microcdpsula, puede ser de

residuos de N-acetilglucosamina, presente en el exoesqueleto de los
crustdceos, por ejemplo el camardn.

Los principales pardmetros que influyen en las caracteristicas del
quitosano son, su peso molecular y el grado de desacetilacidn, repre-
sentando la porcidn de unidades desacetiladas. Estos pardmetros, son
determinados por las condiciones de reaccion durante el proceso de
preparacidn del quitosano (Varshosaz 2005).

Principio activo

Cipsula

Matriz + Principio ectivo

Figura 1. Microesferas versus microcapsulas
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Por otro lado, existe la posibilidad de utilizar un polimero sintético,
como el poliuretano que se puede formar in situ por un proceso des-
ignado por polimerizacién interfacial. La sintesis de los poliuretanos
es basada en la quimica de lo grupo isocianato que puede reaccionar
con los grupos hidroxilo (formando lo grupo uretano) o conducir a
un conjunto de reacciones secundarias conforme representado en la
Figura 3.

Chitosan

(b)

Figura2. Esquema de la estructura de la quitina (a) y del quitosano

(b)

Formacion del grupo uretano
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Figura 3. Ejemplo de formacion de polimero sintético. Esquema de
la reaccién de formacion del uretano y reacciones secundarias en
la formacion del grupo isocianato.

Diversos métodos han side propuestos para la produccién de mi-
crocdpsulas. En general, estos métodos pueden ser divididos en tres
grupos: pracesos fisicos, procesos quimicos y procesos fisico-quimi-
cos, como se comentard mds adelante.

Un hecho destacable del proceso de microencapsulacién radica en
que su aplicacién no se limita inicamente al campe de las sustancias
biolégicas 6 medicamentos, sino que se extiende a campos tan diver-
sos como la agricultura, la cosmética y la alimentacidn, asi como a
diversas dreas industriales.

Proteinas (albimina,
coldgeno, gelatina)
Polisacéridos
(dextranos
Quitina/Quitosano)

etilenglicol y
copolimeros
Polimeros de oxietilen
y oxipropilen
Polivinil alcohol y

Polilacticos (PLA) Polimeros acrilicos y Polretano
Poligicolicos (PGA) copolimeros (Etilen Paliurea
Copolimeros ldcticlo- | glicol dimetacrilato, Poliamidas
glicdlico (PLG) acrilamida, bis- Resinas fenol-
Policaprolactona (PCL) | acrilamida ) formaldehido
Polyhydroxybutyrate Polimeros celuldsicos Resinas melanina-
Poliortoésteres Polimeros de formaldehido

polivinilacetato
Polivinilpirrolidina y
polivinilpiridina

Tabla 1: Principales tipos de polimeros utilizados para la produc-
cion tanto de microesferas como de microcapsulas.

La utilizacién de microcdpsulas o microesferas, abarca una amplia
gama de campos: la eliminacion controlada de sabores, colores, aromas,
perfumes, drogas, fertilizantes, etc. Las enzimas y las células animales o
vegetales también pueden ser encapsuladas, permitiendo que los sustratos
y productos entren y salgan de la cdpsula. Este concepto fue instrumentado
con el desarrollo de un higado artificial con enzimas hepdticas colocadas
en membranas semipermeables para mejorar su funcién. Las membranas
de nylon han sido empleadas para encapsular y atrapar enzimas como la
pepsina, la pectin esterasa para clarificacién de jugos, la invertasa para la
inversidn de sacarosa y la renina para coagulacion de leche. Una bacteria
dcido ldctica, Lactobacillus lactis, fue encapsulada en alginato y se sugiere
que las bacterias inmovilizadas pueden ser usadas para producir yogurt de
manera continua (Yafiez Fernandez et.al. 2002).

Principales técnicas de
microencapsulacion

anto la produccién de microesferas como de microcipsulas, involucra

procesos de distinta naturaleza segiin sea el objetivo. Dichos procesos
productivos, se pueden agrupar en tres grandes categorias, como se ob-
serva en la Tabla 2.

PROCESOS FISICOS |

Secado por aspersion
Extrusidn
Recubrimiento por aspersién

PROCESOS QUIMICOS ﬁ

Coacervacién simple

Coacervaclén compleja

Atrapamlento en liposomas

' PROCESOSFISICO-QUIMICOS

Polimerlzacién interfacial

Inclusion molecular

Tabla 2: Principales métodos para la produccion de microesferas
6 microcdpsulas agrupados segun la naturaleza del proceso invo-
lucrado (ATIEX Review).
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La eleccion de una u otra téenica, depende de variables tales como el
tamaiio deseado de la particula, la sustancia a encapsular, el tipo de polime-
ro, asi como sus aplicaciones y su costo de produccidn.

Existen dos principales técnicas de emulsion, que permiten llevar a cabo
los diferentes procesos de microencapsulacidn, siendo la emulsion aceite
en agua (o/w), y agua en aceite (w/0). En la primera, la emulsion aceite en
agua (o/w), la fase orgdnica (fase dispersa) que contiene el polimero y el
compuesto a encapsular, se emulsifica en una fase acuosa (fase continua)
que contiene el tensoactivo, Posteriormente, las gotas orgdnicas emulsifi-
cadas son endurecidas por la adicién de un agente entrecruzante.

En el caso de la emulsién agua en aceite (w/0), la fase acuosa (fase dis-
persa) contiene el polimero y el compuesto a encapsular, la cual se emul-
sifica en una fase orgdnica (fase continua) que contiene el tensoactivo, por
ejemplo Span 80. Los procesos descritos son validos cuando el objetivo es
producir microesferas. Cuando se hacen microcdpsulas el material de la
cépsula tiene que ser compatible con la fase continua y el principio activo
con la fase dispersa,

Utilizando alguna de las técnicas de emulsion descritas, el secado por
aspersion es un método ampliamente utilizado en la industria alimenticia,
ya que es un método efectivo y econdémico para la proteccion de materia-
les. La técnica se basa en la utilizacion de carriers (ejemplo, maltodextri-
nas, goma, almidones modificados) y su homogenizacién con el material
a encapsular. La mezcla luego se introduce en un secador por aspersion,
dentro del cual circula aire caliente (150 a 200 °C) capaz de suministrar
la temperatura de vaporizacion necesaria para eliminar el disolvente del
material de cubierta, con lo que se obtiene el producto microencapsulado
(Ré 1998, Chiappetta 2007).

Dentro de los procesos fisico-quimicos, el atrapamiento por liposomas
y la coacervacién, son dos técnicas ampliamente utilizadas para la micro-
encapsulacion de compuestos. Los liposomas, han sido utilizados princi-
palmente para la liberacion de vacunas, enzimas y vitaminas en el cuerpo,
y consisten de una 0 mds capas de lipidos no tdxicos y aceptables en ali-
mentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial y afinidad pu-
eden variar con el tamaiio y la composicién del lipido. Los liposomas son
vesiculas que se forman cuando peliculas de fosfolipidos son dispersadas
en un medio acuoso, el cual contiene la sustancia a encapsular.

Los lippsomas pueden ser abtenidos con cargas positivas por la adicion
de aminas o con cargas negativas por la adicién de fosfatidil serina o di-
acetil fosfato (Yafiez Ferndndez et.al. 2002). La liberacion del principio
activo se realiza por difusion a través de la bicapa, por destruccidn de la
vesicula, por medio de una concentracion critica de iones calcio o por un
cambio de pH.

Por otro lado, bajo la denominacién de “coacervacion” 6 separacion de
fases, se agrupan una serie de técnicas de microencapsulacion que se basanen
la induccién por algiin procedimiento, de la desolvatacién del polimero, que
a continuacion, se deposita en forma de goticulas de coacervado alrededor
del compuesto que se va a encapsular. Entre los procedimientos inductores
de la coacervacion se puede destacar un cambio en la temperatura, una
modificaci6n del pH, y la adicidn de un “no solvente”, una sal o un polimero
incompatible. Lacoacervacién puede seren fase acuosaoen fase orgdnica. La
coacervacién en fase acuosa, implica la utilizacién de agua como disolvente
y un polimero soluble en la misma como material de recubrimiento, y
permite la encapsulacién de compuestos insolubles en dicho liquido. El
compuesto es dispersado directamente en la solucién polimérica o en un
aceite, que a su vez, es emulsificado en Ia solucidn polimérica. Este tipo
de coacervacién puade ser simple o compleja, dependiendo principalmente
de la cantidad de polimeros utilizados. En el caso de una coacervacion
acuosa simple, se utiliza un tinico polimero para formar la cdpsula, mientras
que en la compleja, el proceso de separacion de fases tiene lugar de forma
espontidnea cuando en un medio acuoso se mezclan dos o méds polimeros
que presentan cargas opuestas (policatién y polianién), como consecuencia
de la atraccién electroestitica que sufren. Por otro lado, la coacervacion en
fase orgdnica, utiliza polimeros solubles en disolventes orgdnicos, entre
los que se destacan la etilcelulosa y los polimeros de la familia del poli-
dcido ldctico. El polimero se disuelve bajo determinadas condiciones en un
disolvente orgdnico de naturaleza apolar y el material que se va a encapsular
se suspende o emulsifica en la solucién polimérica. A continuacién, por un
procedimiento determinado se produce la desolvatacion del polimero que se
deposita alrededor del nicleo (Chiappetta 2007).

Por iltimo, un ejemplo de proceso quimico es la polimerizacién
interfacial. La polimerizacién interfacial ocurre entre mondmeros
disueltos en dos fases inmiscibles. En la interfase se desarrolla un proceso
de polimerizacion que da lugar a la formacion de microcdpsulas (Yafiez
Fernandez et.al. 2002).

Metodologia de encapsulacion de
aromas por diferentes métodos

A) Produccion de microesferas de quitosano con posterior inco-
poracién de aromas'

La formacion de microesferas de quitosano, se realiza segtn la técnica
de emulsion agua-aceite (W/0). Como fase dispersa, se prepara una solu-
cion de quitosano al 3,0% (W/V) en dcido acético al 5%, siendo posterior-
mente filtrada. Como fase continua, se utiliza aceite de girasol en un matraz
y se le adiciona Span 80. Luego, se agrega la solucién de Quitosano 3,0%
por goteo sobre el aceite, en agitacidn constante a 40 °C.

Posteriormente, se adiciona el Glutaraldehido 25% (V/V) a los 15,
30, 35 y 60 minutos posteriores al agregado del quitosano, mante-
niendo la agitacion. :

Una vez finalizado el agregado del Glutaraldehido, se mantiene la
agitacion durante un par de horas, para luego decantar las microesferas
a temperatura ambiente.

Se descarta el aceite y se realizan sucesivos lavados con éter de
petréleo. Se dejan secar a temperatura ambiente.

La incorporacién del limoneno, se realiza tomando una cantidad
determinada de microesferas, e incubdndolas a temperatura ambiente,
con una solucién de limoneno:aceite.

B) Produccién de microcipsulas de quitosano conteniendo
limoneno?

Existe la posibilidad de formar microcipsulas de quitosano que
contengan lo aroma en el interior. Lo proceso pasa por etapas sucesi-
vas, la primera de las cuales involucra la formacién de una emulsion
aceite-agua (O/W). La formulacién utilizada se presenta en la figura 4,
asi como lo esquema de la fase de reticulacion con glutaraldehido.

Se utiliza como fase acuosa, una solucidn de lecitina al 1%, mien-
tras que como fase orgdnica se utiliza una solucién de limoneno (prin-
cipio activo). Paralelamente, se prepara una solucién de quitosano al
2% en dcido acético al 10%.

En un vaso de bohemia, se coloca la fase orgdnica y la fase acuosa
(Figura 5). La mezcla se agita a alta velocidad durante un cierto tiempo.
Posteriormente se adiciona la solucion de quitosano al 2%, modificando la
agitacion a baja velocidad y se ajusta el pH a 6.0 con NaOH, mantenién-
dose la agitacién. Luego, se afiade el glutaraldehido al 25% y la mezcla se
mantiene 2 horas en agitacion, para luego dejar decantar las microesferas
y lavarlas,

20H
OH ol /GH —
H,C H,C H,C
H (]?I 0 i 0 H }.“—o .
0
0 b b dh 1 \W
B Ney 0 Ny H O NG (h)
ll" c/= H H
(@ }3‘:
FOFA=03
(FO+FA)FQ=2
(50+170)/FQ =2
Entonces sol Q =110 ml .
Sol Q w/w 295 en dcido acético 10% 20H

Figura 4: (der) Diagrama de reaccion de reticulacion (a) quitosano
y (b) guitosano reticulado (izg) Relacién de fases calculada en
base a la reaccién de reticulacion entre dos moléculas de quito-
sano por cada molécula de glutaraldehido. (FA) = Fase acuosa,

(FO) = Fase organica, (FQ) = Fase quitosana.

BIOTECNOLOGIA
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Figura 5. Fases del proceso de sintesis: Preparacion de la emulsién (A-E), Precipitacion del quitosano (F-H), Reticulacion (I-J) e Sepa-

racion/Lavado (K-N)

Caracterizacion de las microesferas
de quitosano y microcapsulas de
poliuretano

De las esferas obtenidas, se pueden realizar algunos estudios,
como:

a) Microscopia Optica

b) Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

¢) Microscopia Confocal de Barrido Ldser

d) Relacionamiento de fases

e) Relacion de entrecruzamiento

f) Estabilidad y la liberacion del agente encapsulado.

En el caso de este dltimo estudio, se incubd una cantidad determi-
nada de microesferas a4 °C y 37 °C en condiciones de pH 3, 6 y 9. El
seguimiento se llevé a cabo midiendo la absorbancia del sobrenadante
2325 nm a lo largo de varios dias..

Resultados y discusion

Produccion de microesferas de quitosano con poste-
rior incorporacion de aromas

Mediante la metodologia descrita para la produccién de microes-
feras, se pudieron obtener esferas sélidas en el orden de 2um a 30pm,
dependiendo de la velocidad de agitacidn.

Por microscopia déptica se observan gran cantidad de particulas dis-
cretas y clusters. Se ha observado variacién de estas presentaciones,
dependiendo de los pasos empleados en el lavado, filtrado y secado de
las mismas (Figura 5C).

En MEB, se observan como particulas de forma esférica bien
definida, de superficie homogénea y compacta (Figuras SF, 3G, y 51).
A gran magnificacion es posible distinguir leves ondulaciones de la
superficie y algunas protuberancias (Figura 5I). La estructura interna
se observa compacta (Figura SH)
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Estabilidad y liberacion del agente encapsulado

La estabilidad y liberacion del agente encapsulado fue analizada
como se describid anteriormente.

En lo que respecta a las microesferas de quitosano conteniendo
limoneno, se observd que a pH 3, las mismas son estables y las con-
centraciones de limoneno presentes en el sobrenadante se mantienen
constantes. Probablemente la configuracién obtenida del polimero,
relacionado con el componente encapsulado bajo estas condiciones,
sea responsable de este comportamiento invariante y esto se deba a
una ripida desorcion de la sustancia aromdtica presente en la super-
ficie.

A pH neutro se observa un comportamiento dependiente de la tem-
peratura. A 4°C se observa una liberacién progresiva del componente
adsorbido. A 37°C , se detecta una rdpida liberacién del componente
adsorbido, seguido de una disminucidn de la concentracién del com-
ponente en el sobrenadante, posiblemente debido a la recaptacidn de
la sustancia aromdtica.

Finalmente a pH 9, para ambas condiciones de temperatura, se de-
tecta al igual que a pH neutro a 37°C, una répida liberacién de la sus-
tancia, seguido de una disminucidn de la concentracidn de la misma
en el sobrenadante.

Produccién de microcapsulas de quitosano incorpo-
rando limoneno en el mismo proceso de formacion

Esta técnica de formacion de microcdpsulas de quitosano incor-
porando limoneno, ha utilizado lecitina como fase acuosa. El objeto
de su uso ha sido evaluar dicha molécula en comparacién con otras
similares.

N
AN
1y Fd

Figura 6: Micrografias de las microesferas de quitosano y microca-
psulas de poliuretano. A) Micrografia de microscopia dptica (MQO)
de microcapsulas de poliuretano — x400. (Portugal) B) Micrografia
de MO de microcapsulas de poliuretano — x400. (Portugal) C) Mi-
crografia de MO de microesferas de quitosano — x100. D) Micro-
grafia de MO de microesferas de quitosano — x100 (Portugal). E)
Micrografia de MO de microesferas de quitsano — x400 (Portugal).
F) Micrograiia de Microscopia Elecirénica de Barrido (MEB) de mi-
croesfera de quitosano — x6500 G) Micrografia de MEB de microes-
feras de quitosano - x800.

Se obtuvieron microcdpsulas de quitosano, visualizindose el en-
torno de las mismas cuando se observan al microscopio (ver Figura
6D y 6E).

Conclusiones

Dentro de las evaluaciones realizadas de diversas formas de produc-
cién de microcdpsulas y microesferas, se puede llegar a concluir
como tema fundamental el de la relacién existente entre la fase acuosa
y la fase orgdnica, al igual que la concentracién de agente entrecru-
zante que se utiliza, el cual debe estar presente en la cantidad necesaria
para que reaccione todo, y no entrecruce entre esferas o cipsulas.

Se han probado distintos sistemas para una misma molécula encap-
sulada, siendo el principal objetivo entender los efectos fisicoquimi-
cos de las mismas, para la utilizacién de polimeros naturales que son
biocompatibles.

La sustitucion de agentes entrecruzantes como el glutaraldehido y
el paraformaldehido, es uno de los principales focos de estudios fu-
turos para aumentar la biocompatibilidad del producto.

Por otro lado, las esferas de quitosano son mds biocompatibles para
otras aplicaciones, pero de las experiencias realizadas hasta el mo-
mento presentan menor resistencia.

Creemos de gran interés el uso de las microesferas y microcdpsu-
las, segtin lo trabajado en el sistema y estudiando diferentes compati-
bilidades con biomoléculas como ADN, células, plésmidos, etc., como
sistemas de proteccion y liberacién controlada.

Este trabajo fue realizado en el marco del Proyecto Produccisn de
microcdpsulas — Biotecnologia (dentro del proyecto Biotecnologia en
textiles)
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