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Influencia del tipo de polisacaridos anionicos en elaboracion de

microcapsulas. Efecto al cambio de pH
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RESUMEN

La microencapsulacion es una tecnologia de recubrimiento de solidos, liquidos y gases con
materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a capsulas de tamafno micrométrico que pueden
liberar su contenido de manera controlada bajo la influencia de condiciones especificas como el
pH y la temperatura. La eleccion del método esta en funcion del tamano que se quiere lograr,
mientras que las propiedades del material de recubrimiento dependen del polimero empleado,
cuya funcion es proteger el material encapsulado, asi como responder ante un estimulo para
posteriormente liberar dicho compuesto. El objetivo de esta investigacion fue establecer el efecto
del tipo de polisacarido anionico en un complejo polisacarido-proteina en la elaboracion de
microcapsulas para compuestos hidrofobicos, cuando estos son liberados bajo el estimulo del
pH del medio. Las microcapsulas se formaron por coacervacion compleja, formando los sistemas
BSA-CMC y BSA-Pectina, encontrandose microcapsulas esféricas menores a 60 pm. Con un
rendimiento el del proceso entre 80 y un 84%, dependiendo del polisacarido. Ante el estimulo
de cambios de pH del medio, se logro liberar el compuesto encapsulado, resultando mas sensible
el complejo BSA-Pectina en comparacion a BSA-CMC. Este comportamiento permite establecer
la aplicabilidad de dichos complejos al momento de querer liberar compuestos hidrofobicos bajo
el estimulo de pH.
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Influence of the Type of Anionic Polysaccharide in the Preparation of
Microcapsules. Effect of pH Change

ABSTRACT

Microencapsulation is a technology for coating solids, liquids and gases with materials of
different nature, to create micrometric-sized capsules that can release their contents in a
controlled manner under the influence of specific conditions such as pH and temperature. The
choice of method depends on the size to be achieved, while the properties of the coating material
depend on the polymer used, whose function is to protect the encapsulated material, as well as
respond to a stimulus to subsequently release said compound. The aim of this research was to
establish the effect of the type of anionic polysaccharide in a polysaccharide-protein complex on
the production of microcapsules for hydrophobic compounds, when these are released under the
stimulus of the pH of the medium. The microcapsules were formed by complex coacervation,
forming the BSA-CMC and BSA-Pectin systems, with spherical microcapsules smaller than 60
pm. The process yield was between 80 and 84%, depending on the polysaccharide. When
stimulated by changes in the pH of the medium, the encapsulated compound was released,
resulting in a more sensitive BSA-Pectin complex compared to BSA-CMC. This behavior allows
establishing the applicability of these complexes when hydrophobic compounds are to be
released under pH stimulation.

KEYWORDS: Microencapsulation, Anionic polysaccharide, Controlled release, Hydrophobic
compounds.

Introduccion

Los polisacaridos son materiales biodegradables que se encuentran en abundancia en la
naturaleza. Existen diferentes tipos estos dependen de las fuentes naturales que incluyen
celulosa, almidon, quitosano y quitina, gomas guar, garrofin y tara, glucomanano, xantano, agar,
carrageninas, pectinas, alginas/alginatos, gellans, dextranos, rabinoxilanos y pullulan. Estos
polisacaridos son estructurales y funcionalmente diversos, se diferencian en el tamano
molecular, la composicion de aztcares, la confirmacion molecular, los enlaces glicosidicos y la
presencia de diferentes grupos funcionales (Zhu, 2021).

Estos se construyen a partir de azticares monoméricos que estan unidos entre si mediante

enlaces O-glucosidicos y tienen la capacidad de almacenar material, componer componentes
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estructurales y actuar como materiales protectores (Bealer et al.,2020). Se han utilizado
ampliamente como emulsionantes, agentes de recubrimiento, modificadores de textura,
estabilizadores, espesantes, agentes gelificantes y agentes de carga en diferentes productos como
bebidas, confiteria y productos lacteos. En particular, los polisacaridos se utilizan comtnmente
en la industria alimentaria como estabilizadores para mantener la estabilidad de las proteinas
(Bealer et al.,2020; Wei et al.,2020). Ademas, se ha indicado que el uso de polisacaridos para
encapsulacion es conveniente y versatil para aplicaciones industriales (Tsirigotis-Maniecka,
2020).

En el caso de la carboximetil celulosa (CMC), esta es polisacarido anionico derivado de la
celulosa, compuesto por un esqueleto de unidades repetidas de glucopiranosa (Wei et al.,2020).
Las unidades repetidas estan conectadas por enlaces 3-1,4-glucosidicos (Rahman et al, 2021),
soluble en agua y con alto peso molecular que le proporciona resistencia e integridad estructural
(Panahirad et al.,2021). Mientras que las pectinas, son heteropolimeros complejos compuesta por
una cadena principal de acido D-galacturénico con enlaces a-1,4 linealmente interrumpidos
ocasionalmente por residuos de ramnosa con enlaces 1,2. Segtin la nomenclatura introducida
recientemente por Diener et al. (2019), su estructura primaria es la secuencia de monomeros
unidos covalentemente de acido galacturénico y ramnosa que sigue un patron repetitivo simple.
La pectina puede presentar variaciones en composicion, estructura y peso molecular. Su grado
de metoxilacion puede ser alto y bajo si tienen un grado de esterificacion superior e inferior al 50
%, respectivamente, que determina las propiedades de solubilidad y gelificacion (Bealer et
al.,2020; Rahman et al,, 2021).

Los polisacaridos anionicos (por ejemplo, pectina y CMC) interactiian con las proteinas para
fortalecer la red de proteinas y reducir la precipitacion (Wei et al.,2020). Las proteinas y los
polisacaridos pueden asociarse entre si bajo condiciones de carga eléctrica opuesta (Ribeiro et
al.,2021). Estos complejos interacttian creando fuertes enlaces entre si a través de interacciones
hidrofobas-hidrofobas, asi como interacciones electrostaticas (Bealer et al.,2020). Las proteinas
pueden tener carga positiva o negativa, dependiendo del pH, mientras los polisacaridos

carboxilados obtienen cargado negativamente en un rango de pH superior a su pKa. Estas cargas
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eléctricas en la columna vertebral de las proteinas o las cadenas de polisacaridos son
responsables de las interacciones electrostatica. Ademas, los enlaces de hidrogeno y la
interaccion hidrofobica también juegan un papel en la estabilidad de los agregados de proteico-
polisacaridos (Gentile,2020).

Por otra parte, los agentes encapsulantes mas utilizados en la aplicacion de alimentos para
coacervacion compleja son las proteinas y los polisacaridos, debido a que son naturales y
facilmente aceptados como generalmente reconocidos como seguros (GRAS) para aplicaciones
alimentarias. Siendo los mas utilizados en la coacervacion compleja goma arabiga, la pectina, el
quitosano, el agar, el alginato y la carragenina (Hernandez-Nava et al,,2019).

La coacervacion es un término utilizado en quimica coloidal para denotar la separacion de
fases asociativa, proceso inducido por la modificacion del entorno del medio (pH, fuerza idnica,
temperatura, solubilidad) bajo condiciones controladas (Timilsena et al,2018). La coacervacion
compleja, también conocida como separacion de fases asociativa, es causada por la atraccion
electrostatica de dos polimeros con cargas opuestas, lo que resulta en un equilibrio de una fase
en la que ambos polimeros estan concentrados y una segunda fase en la que ambos polimeros
estan agotados (Zhao et al,2020). La microencapsulacion mediante coarcervacion compleja es de
gran interés en muchos sectores industriales debido a las altas cargas ttiles que se pueden lograr
y las posibilidades de liberacion controlada (Yan et al,2018). La finalidad de esta investigacion
fue establecer el efecto del tipo de polisacarido anionico en un complejo polisacarido-proteina
en la elaboracion de microcapsulas para compuestos hidrofobicos, cuando estos son liberados

bajo el estimulo del pH del medio.

1. Materiales y Métodos
1.1. Elaboracion de microcapsulas por coacervacion compleja
Se prepararon las disoluciones de polisacaridos por separado al 1% (p/v) de pectina citrus
(ICN Biomedicals) y carboxilmetil celulosa- CMC (Sigma-Aldrich), la disolucion de albumina
sérica bovina - BSA (Sigma-Aldrich) se preparo6 al 2% (p/v) en buffer fosfato (pH=7,4). Se
mezclaron las disoluciones de cada polisacarido con la proteina, y se cargan con aceite vegetal

como compuesto activo. Se agita magnéticamente (aproximadamente a 850 rpm) cada complejo
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por separado, posteriormente se ajustd el pH a 4 con acido clorhidrico 1 M, se agit6 por una hora.
Transcurrido el tiempo se adiciono formaldehido al 37,5% como agente reticulante y se enfrio a
4°C /1 hora, se filtro y lavo con alcohol dejandose secar por 12 h a temperatura ambiente. Se
determin6 la morfologia de las microcapsulas empleando un Microscopio ZEISS xiostar plus,
acoplado a una camara Canon PowerShot G9. Para la distribucion de tamano se empleo el

programa Image]. Los valores obtenidos se graficaron en histogramas de frecuencias.

1.2. Rendimiento de encapsulacion y contenido de principio activo la capacidad de
carga del proceso de encapsulacion

El rendimiento (R) del coacervado se determino de acuerdo a lo propuesto por Hernandez-
Navas et al. (2019), el coacervado se filtro y se sec6 a 105°C, el rendimiento se calculo empleando
la siguiente ecuacion (1):

%R = =2 100 (1)
La capacidad de carga (CC) fue determinada tomando el peso de microcapsulas, a las cuales
se les aplica un esfuerzo externo para provocar la ruptura y liberar el material encapsulado, la

CC fue determinada por diferencia de peso segtn la ecuacion 2 (Calero et al, 2008).

cC=224100 (2)
Mm
Me= Masa de emulsion dispuesta para encapsular Mm = Masa de microesfera obtenida
Ma-= Masa de aceite en microcapsulas
1.3. Cinética de liberacion basado en el cambio de pH del medio

Se pes6 una muestra de microcapsula cargadas y se sumergen en soluciones buffer con pH
4,7y 10, por intervalos de tiempo de 15, 30, 60, 90 min, transcurrido este tiempo se extraen, se

seca, y pesan. El peso perdido fue graficado en funcion del tiempo.

2. Resultados y discusion

2.1. Microencapsulacion usando complejo BSA-Pectina y BSA-CMC
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La coacervacion es un método fisicoquimico de separacion de fases liquido-liquido de
forma espontanea, que puede ocurrir al mezclar polielectrolitos de cargas opuestas en un medio
acuoso. Esta técnica permite obtener microcapsulas con un tamano entre (4 - 200) pm (Guevara-
Breton & Jiménez-Munguia, 2008; Villena et al.,2009).

Para la formacion de las microcapsulas con la albumina bovina sérica - carboxilmetil
celulosa (BSA-CMC) y albumina bovina sérica - pectina (BSA-P) se propicio una interaccion
segregativa (repulsiva) entre los componentes de la mezcla a un pH neutro, a este pH tanto la
proteina como el polisacarido tienen la misma carga neta. Al acidificar el medio cambia el punto
isoeléctrico (pI) de la proteina y su carga, mientras que el polisacarido no se afecta dado su pKa.
Este cambio permite una interaccion electrostatica asociativa (atractiva) entre la proteina y el
polisacarido, formandose asi las microcapsulas como se observa en la Figura 1. El ajuste del pH
es esencial para iniciar la formacion del coacervante entre la mayoria de los complejos proteina-

polisacaridos (Wei & Huang,2019).

Complejo BSA-CMC Complejo BSA-P

Figura 1. Microcapsulas vacias formadas con complejos proteina-polisacaridos.

La interaccion entre los biopolimeros juega un rol significativo en el control de la
estructura, textura y estabilidad del coacervante (Wei & Huang,2019). El grado de ionizacion
de los grupos funcionales de la proteina (grupos aminos) y del polisacarido (grupo carboxil)

depende del pH del medio (Weinbreck et al,2003). En general, las proteinas presentan una carga
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negativa por encima de su punto isoeléctrico, pero al ajustar el pH se puede causar una
protonacion del grupo amino (Siow & Ong,2013).

La forma y tamafio de una microcapsula puede verse afectada por el tipo de material
encapsulante empleado, el tamano del compuesto a encapsular y la técnica. En la Figura 2 se
observan las que las microcapsulas presentan una forma esférica, sin formacion aparente de
cavidades sobre la superficie, de bordes aparentemente lisos lo cual indica que hay un buen

recubrimiento. Las microcapsulas obtenidas se encuentra por debajo de los 100 pm

Complejo BSA-CMC Complejo BSA-P

Figura 2. Morfologia de las microcapsulas

En ambos casos BSA-CMC y BSA-P, la morfologia es dominada por la conformacion
estructural de la BSA, donde la proteina envuelve a la gota de aceite por interaccion hidrofobica,
dejando expuesta su region hidrofilica para unirse al polisacarido. Esta proteina presenta una
isomerizaciones conformacionales debido a los cambios en el pH, partiendo de su forma mas
estable entre pH (7,0-8,0) donde se encuentra cargada negativamente, para luego producirse una
transicion entre pH (4,0-4,5) cerca del punto isoeléctrico_que se caracteriza por presentar un
aumento considerable de la viscosidad, menor solubilidad y una pérdida significativa en el
contenido helicoidal, que le permite interaccionar mas eficientemente con el polisacarido

empleado para la obtencion de las microcapsulas (Ferrandiz , 2015).
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2.2. Distribucion de tamano

Los tamanos encontrados de las microcapsulas varian dependiendo del material de
recubrimiento y su capacidad de carga. Se determin6 el tamafio para los sistemas vacio y cargado,
encontrandose que las vacias el complejo BSA-CMC tiene tamano promedio de 16,53pm (ICos:
13,17 - 19,89 pm). Al incorporar el compuesto activo el diametro promedio aumenta a 53,76pm
(ICos0: 37,91 - 69,61 pm), Sin embargo, en la distribucion de tamafio para BSA-CMC cargadas se
observa que la mayoria de las microcapsulas se encuentran por debajo de los 50 pm como se

observa en la Figura 3.

Frecuencia

0 20 40 60 a0 100 120 140
BSA-CMC

Figura 3. Distribucion de tamano para BSA-CMC cargada

En cuanto al complejo BSA-P este present6 una distribucion mas amplia en comparacion
con la BSA-CMC, sin embargo, no existe una diferencia significativa entre los tamanos de los
complejos (p = 0.3554). El complejo BSA-P presento un tamano promedio vacias de 17,02pm
(ICos: 13,93 = 20,12pm), mientras que al ser cargadas el promedio aumenta a 44,06pm (ICos:
37,07 = 51.04 pm). La distribucion de tamafio para las microcapsulas cargadas muestra que la
mayoria estan por debajo de los 50 pm igual que BSA-CMC como se muestra en la Figura 4.

Kaushik et al. (2014), sefialan que el tamano de las microcapsulas depende del material de
pared que esta siendo usado, principalmente por su naturaleza ionica, debido a la carga que

puedan presentar en solucion, ademas de la concentracion y la relacion entre la proteina y el
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polisacarido empleada para elaborar los complejos que posteriormente pasan a formar la

cubierta.

i

Frecuencia

T t
-] 17 26 35 44 53 &2 T B9 98 107 116

BSA-P

Figura 4. Distribucion de tamano para BSA-P cargada

2.3. Rendimiento y la capacidad de carga del proceso de encapsulacion

En cuanto al rendimiento se encontr6 que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los rendimientos de BSA-CMC y BSA-P (p< 0,001), al igual que la capacidad
de carga (p<0,001). En promedio se encontro que para BSA-CMC el rendimiento fue de 80,35%
mientras que su capacidad de carga fue 53.80%. Por otra parte, el complejo BSA-P mostro un
mayor rendimiento (84.99%) con una capacidad de 58.41%.

Por tanto, el cambio de polisacarido anionico marca una diferencia en cuanto al
rendimiento y capacidad de carga en la elaboracion de la microcapsula, al respecto Guevara &
Jiménez (2008), senalaron que el rendimiento por coacervacion es cercano al 90%, mientras que
Villena et al. (2014), encuentran que la capacidad de carga de nicleo es de 60% para esta técnica.

La diferencia entre los complejos puede deberse al grado de metoxilacion de la pectina,
asociado a los sitios anionicos que otorgan los grupos carboxilicos ionizados a lo largo de su
esqueleto, mientras que la carboxilmetil celulosa posee gran cantidad de grupos carboxilmetilo

disponibles para la interaccion electrostatica con la proteina.
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2.4. Cinética de liberacion basado en el cambio de pH del medio

El proceso de encapsulacion no solo busca contener un compuesto activo, sino que
posteriormente ser liberado. Los métodos comtnmente utilizados para la liberacion controlada
incluyen la liberacion por temperatura, por pH, fuerza ionica, luz, entre otros (Wilson & Shah,
2007). La cubierta de la microcapsula es la responsable de las interacciones con el medio al cual
sera expuesto, lo que determina el comportamiento de liberacion.

En la Figura 5 se muestra el comportamiento de los complejos BSA-CMC y BSA-P ante
los cambios de pH del medio como estimulo de liberacion para el compuesto encapsulado.
Observandose que en todos los casos el complejo BSA-P se erosiona con mayor facilidad
permitiendo la liberacion del principio activo de manera mas rapida que BSA-CMC. A los pH
probados el comportamiento para la liberacion fue BSA-P > BSA-CMC. Los resultados muestran
que el material de recubrimiento generado con BSA-CMC es mas resistente a la variacion del
pH.

La liberacion de los compuestos activos puede ser controlada por la difusion de las
moléculas a través de la pared de la capsula. La permeabilidad a través de la matriz y la
solubilidad del material con el cual se formo la pared de la particula, influyen en la velocidad de
difusion. Un proceso semejante al de difusion es la erosion, ésta se lleva a cabo cuando el material
de recubrimiento es erosionado por cambio del pH o la hidrolisis enzimatica (Sandoval et
al.,2016).

La liberacion del principio activo muestra en su mayoria un comportamiento por etapas.
Inicialmente hay una liberacion rapida en los primeros 30 min, que pudiera atribuirse a la
migracion del compuesto que se encuentra en la parte interna mas cercana a la superficie de la
capsula, ademas de los poros y canales que componen la estructura interna de la microcapsula.
Luego se genera una liberacion mas lenta, mientras el material es erosionado para posteriormente
generar una liberacion sostenida luego de 30 min.

La cinética mostro el comportamiento ante el estimulo lo cual puede emplearse al
momento de buscar su aplicacion, si se requiere una liberacion rapida se puede emplear el
complejo BSA-P. En cuanto al complejo BSA-CMC se observo que a pH 4 la liberacion es

gradual, a pH 7 luego de una hora la liberacion es brusca, mientras a pH 10 es mas violenta luego
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de los 30 min. Ambos complejos pueden emplearse siempre que se tenga claro el objetivo que se

persigue al momento de la liberacion, asi como el medio donde esta se colocara.

pH 4
40 -
35
E 25 4
Y 20 A
=
- 15 4
10 —e— BSA-CMC
5 1 —o—BSA-P
0 '(f T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)
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S 20 T
-5}
=2 15 -
= 10
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S
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Figura 5. Cinética de liberacion del aceite de las microcapsulas
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Conclusion

Los complejos formados por la proteina y los polisacaridos seleccionados permitieron
obtener microcapsulas de forma esférica, tanto vacias como cargadas. Los rendimientos, asi como
la liberacion del compuesto encapsulado se afecta con el material de pared, encontrandose que
el complejo BSA-CMC se erosiona menos ante la variacion del pH del medio a diferencia del
BSA-P quien se erosiona con mayor facilidad, permitiendo que el compuesto se libere con mayor
rapidez. Este comportamiento permite establecer la aplicabilidad de dichos complejos a
momento de querer liberar compuestos hidrofobicos bajo el estimulo de pH, cuando el material

empleado es un polisacarido anionico.
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