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Resumen

RESUMEN

En 1931 se publicé el primer trabajo de investigacion referido a la microencapsulacion en el que
se describia una tecnologia de formacién de microcépsulas utilizando gelatina como material de

pared mediante un proceso que se denomino “coacervacion”.

El interés en esta tecnologia se basa en la posibilidad de evitar la degradacion de las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de sustancias expuestas a condiciones que le son perjudiciales
mediante su empaquetamiento bajo una pared polimérica que puede ser de diferentes espesores o

caracteristicas permitiendo controlar asi la liberacion de la sustancia microencapsulada.

En esta tesis se plantea la fabricacion de microcdpsulas de aromas mediante coacervacion
compleja utilizando como material de pared gelatina y goma ardbiga. El proceso se basa en 5
etapas: Disolucion de la gelatina y la goma en la fase acuosa, microemulsion del aroma en la fase
acuosa en presencia o no de un tensioactivo, coacervacién de la gelatina y la goma, gelacion del
coacervado formando la pared de la capsula y la reticulacion del material de pared mediante un

agente reticulante.

Inicialmente, la investigacion se centrara en el desarrollo de un protocolo de microencapsulacion
por coacervacion compleja que permita encapsular gran parte del aroma del sistema obteniendo

microcapsulas relativamente esféricas.

La etapa de microemulsion es la que mayor influencia tiene sobre la eficiencia final de la
encapsulacion y, por tanto, es la etapa que mayor interés ha centrado en los Gltimos afios. Los
fendmenos de interfase ligados a este proceso determinan el tamafio de particula, la estabilidad
de laemulsiény la interaccion en la interfase aceite-agua de los componentes del sistema, en este
caso, gelatina, gomay los posibles tensioactivos presentes. Es por esto que una parte de la presente
tesis se centrard en el estudio de la influencia de diferentes tensioactivos (SMA, SDS y

Kolliphor®) en la morfologia de las microcépsulas y la eficiencia de encapsulacion.

La ultima parte se focalizara en el estudio del proceso de reticulacion. Tipicamente, las
microcapsulas formadas mediante coacervacion compleja usando gelatina y goma arabiga como
materiales de pared se han reticulado con glutaraldehido o formaldehido, sustancias con una alta
toxicidad. Es por ello que estudios recientes han intentado la sustitucion de estos aldehidos por la
enzima transglutaminasa. Para confirmar si la transglutaminasa es una opcién comparable al
glutaraldehido o formaldehido se llevara a cabo un estudio de la cinética de reticulacion de la
pared de la microcépsula obteniendo las ecuaciones que regulan este proceso en funcion del tipo

de agente reticulante estudiado.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion consiste en la aplicacion de una capa delgada sobre pequefias particulas
de solido, gotas de liquido o gas, con el objetivo de proteger el material encapsulado, separarlo o
facilitar su almacenamiento y manipulacion. De esta forma el material queda cubierto de manera

individual y protegido del ambiente y de agentes externos.

Otro de los objetivos de la microencapsulacion puede ser la de liberar la sustancia recubierta, a
unas condiciones concretas que rodean a la microcdpsula, de forma abrupta o prolongada. Las
condiciones que pueden llevar a esta liberacion suelen ser la humedad, el pH, la fuerza fisica o

una combinacion de ellas.

Las particulas que se recubren en la microencapsulacion tienen un tamafio que varia entre unos
pocos y alrededor de 200 pum; sin embargo, algunos autores extienden el tamafio hasta particulas
del orden de las 5000 um. En general todas las particulas que tengan un tamafio inferior a 1 mm
seran consideradas microcapsulas, en cambio, cuando las particulas poseen un tamafio inferior a
1 um, el producto resultante del proceso de microencapsulacion recibe la denominacion de

“nanoesferas”, “nanoparticulas” o “nanocéapsulas”.

1.1.1. Materiales

Existe una amplia variedad de materiales utilizados en el proceso de microencapsulacién, ademas,
van surgiendo nuevos materiales a medida que se incrementa la investigacion en este campo. La
clasificacion mas comin de los materiales involucrados se basa en la funcién de cada uno de ellos

dentro del proceso:

= Material de pared:

Incluye a todos los materiales utilizados para recubrir y proteger el nicleo de la microcéapsula.
La eleccion de este material ird en funcién de la aplicacién final de la microcapsula, del proceso
de microencapsulacion y de la compatibilidad de este con el componente a encapsular. Ademas,
este material tendra influencia sobre la estabilidad, el tamafio de particula y la vida util de la
microcapsula final. Los materiales de pared comunmente utilizados suelen ser polimeros

naturales, polimeros sintéticos, polimeros semisintéticos, lipidos, materiales inorganicos, etc.

= Agentes activos: Comprende una gran variedad de material a encapsular.
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= Disolventes: Para disolver las sustancias activas empleadas y que, ademas, sean
relativamente miscibles con agua como el acetato de etilo, acetona, diclorometano,
cloroformo, metanol, propilenglicol o acetonitrilo.

= Emulsionantes: Encargados de facilitar el proceso de emulsion de los ingredientes
influyendo en la tension interfacial entre la fase continua y la fase dispersa. Algunos
ejemplos son los tensioactivos no idnicos, catidnicos y anidnicos.

= Reticulantes: Se utilizan para mejorar las propiedades fisicas de la microcépsula y
acttan uniendo las diversas moléculas del polimero que conforma la pared incrementando
la solidez y estabilidad de las microcdpsulas. Algunos ejemplos son el glutaraldehido y
el formaldehido.

= Antiespumantes: Evitan la generacién de espuma, los mas destacados son la urea, el

glicerol y el propilenglicol.

1.1.2. Sistema de encapsulado

1.1.2.1. Partes principales

El material encerrado en la capsula se puede llamar ndcleo, fase interna, o encapsulado. El
recubrimiento se puede denominar carcasa, funda, fase externa o bien membrana. Por tanto, se

distinguen dos partes fundamentales en la microcapsula:
= Ndcleo:

Como ya se ha comentado es el material encerrado en la capsula y puede estar constituido,
generalmente, por particulas sélidas o por pequefias gotas de liquido. En muchas ocasiones se
requiere un tratamiento previo del material. En el caso de productos sélidos, puede ser necesario
seleccionar el tamafio de las particulas o efectuar transformaciones en su forma. Se puede
requerir el empleo de coadyuvantes, tales como estabilizadores, antioxidantes, antisépticos,
diluyentes u otras sustancias con el proposito de modificar la cesion. En el caso de los liquidos
en algunas ocasiones se efectlian operaciones de dispersion o emulsificacién. El tratamiento
previo al cual debe someterse el ndcleo, como asimismo la técnica a emplear en este tratamiento,
son de mucha importancia, ya que pueden influir poderosamente en el comportamiento del

producto en el preparado final.

=  Pared:

En la seleccion de los materiales que se van a utilizar para el recubrimiento es importante
considerar las caracteristicas del producto final. Por ejemplo, si se trata de proteger el nucleo de
la accion del vapor de agua o que la cubierta resista la accion extractiva del agua, ésta debera

ser de naturaleza hidrofobica para que provea una adecuada barrera protectora. La pelicula de
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recubrimiento tiende a seguir el contorno y la forma exterior del ndcleo; por esta razon, debe
adherirse firmemente a él. También son propiedades importantes la flexibilidad, la fuerza o
resistencia, la permeabilidad y la facilidad de aplicacion. Junto con el material formador de la
pelicula, suelen emplearse algunas otras sustancias, tales como colorantes, plastificantes, etc.
La pelicula de recubrimiento suele ser muy delgada ya que las particulas que se recubren son,
generalmente, de pequefio tamafio. Su continuidad es un factor de mucha importancia y aun las

mas pequenas alteraciones pueden hacer variar las caracteristicas de cesion del material incluido

en el nucleo.
Core materials or internal Wall "shell" materials
phase "oi1l"
Figura 1. Composicion de una microcapsula de aceite de forma simplificada [1].
1.1.2.2. Forma

Las microcapsulas pueden tener diferentes formas dependiendo, principalmente, de las
caracteristicas fisicas que tenga el ndcleo, los elementos que acttan sobre la interfase entre la fase

continua y la fase dispersa, y las propiedades de material de pared utilizado.

(i) (i)2 o%e

(iii) (iv)

(vi)

Figura 2. Diferentes tipos de microcapsulas: (i) microcapsula simple, (ii) matriz(microesfera), (iii) microcapsula
irregular, (iv) microcapsulas con multintcleos, (v) microcapsula multicapa, (vi) microcapsula rellena de microcapsulas

[1].
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1.1.3. Métodos de encapsulacion

La seleccion del método es una tarea complicada, ya que se deben considerar diferentes factores
con la complejidad de que es posible que ninguno englobe todos ellos. Por tanto, se debe llegar a
un compromiso identificando el método que mejor se adapte a las caracteristicas de las
microcépsulas que se quieren conseguir. Algunos de los factores que se deben tener en cuenta

son:

= Naturaleza del nicleo

= Caracteristicas de solubilidad del nucleo con relacién al material de pared

= Lasustancia de recubrimiento

= Las posibles interacciones entre el nucleo, el tensioactivo y el material de pared
= Tamafio de las microcapsulas

= Mecanismo de transferencia o liberacion del nlcleo que se quiera lograr

= Factor econémico

Existen diferentes métodos para llevar a cabo la encapsulacion. Algunos tipos de procesos que
estdn basados exclusivamente en fendémenos fisicos, otros usan reacciones quimicas de

polimerizacién para producir la pared de la capsula, y otros combinan métodos fisicos y quimicos.

Solvent
avaporation

Coacervation

Supercritical
fluid

Interfacial
polycondensation

Microencapsulation
Technologies

Droplet
gelation

Palymerization

Droplet
freezing

Figura 3. Esquema de las diferentes tecnologias de microencapsulacion [2].
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1.2. COACERVACION COMPLEJA

La coacervacion compleja fue descrita por primera vez en 1949 por Bungenberg de Jong[3] como
la separacion de fases de dos liquidos debida a interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno,
interacciones hidrdfobas o interacciones atractivas inducidas por la polarizacién que ocurren entre

dos polimeros de carga opuesta en solucion acuosa[4].

A pesar de que aun no se ha determinado el mecanismo exacto de esta interaccion, se pensé que
la coacervacion compleja debia seguir una nucleacion en dos etapas y un proceso de crecimiento
cinético asociado con la formacion de complejos solubles e insolubles[5]. Varios modelos
teoricos tales como los de Overbeek and VVoorn[6], Veis[7], Nakajima y Sato[8], Tainaka[9], y
Gupta y Sato[10], han sido propuestos para abordar la cinética de separacion de fase que conduce

a la transicion de coacervacion.

En la mayoria de los casos, la coacervacion compleja ocurre cuando se mezclan soluciones de
polielectrolito con carga opuesta bajo el efecto de uno de los siguientes factores: cambio de pH o
temperatura, adicién de un compuesto no solvente o electrolito, que provocan que las dos
sustancias de tipo coloidal formen un complejo de solubilidad menor a la de los coloides en forma
separada[11][12]. Un ejemplo caracteristico, es el que se produce cuando reacciona la goma
arabiga con la gelatina en condiciones apropiadas. La goma ardbiga posee carga negativa y si se
encuentra en un medio con la gelatina cargada en forma positiva, se produce una interaccion entre
ambas, provocandose la separacion de fases y formacion de un coacervato. En este caso, la
coacervacion compleja es muy dependiente de pH, puesto que para que la interaccion se produzca
en buenas condiciones, es necesario que la gelatina se encuentre cargada fuertemente positiva, y
esto ocurre cuando la solucién estd a un pH por debajo de su punto isoeléctrico. Para efectuar la
microencapsulacién por coacervacion, es necesario que, una vez producida la separacion de fase,
se encuentre en la interfase el material formador del nicleo para que el polimero se deposite

formando una pelicula sobre é1[13].

La produccion de microcapsulas por coacervacion compleja comprende cinco pasos
basicos[14],[15] (Figura 4):
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Figura 4. Representacion esquematica del proceso de coacervacion compleja [16].

Disolucion: Se produce una solucién acuosa que contiene dos polimeros diferentes
(normalmente una proteina y un polisacarido) generalmente a una temperatura por encima
del punto de gelacion de la proteina y a un pH por encima del punto isoeléctrico de la
proteina.

Microemulsidn: El material hidr6fobo presente en el sistema se microemulsiona mediante
una energia externa. Las microgotas formadas se mantienen estables gracias a la presencia
de polimeros, y en ocasiones tensioactivos, en la fase acuosa.

Coacervacidn: Separacion en dos fases liquidas como resultado de interacciones
electrostaticas atractivas entre los polimeros cargados de forma opuesta debido al
descenso del pH por debajo del punto isoeléctrico de la proteina.

Gelacion: Formacion de la pared debido a la deposicion de la fase rica en polimero
alrededor de las gotas de material hidréfobo, inducido por el descenso controlado de la
temperatura por debajo del punto de gelacion.

Reticulacién: Un agente de crosslink es adicionado para endurecer la pared y establecer

la estructura.
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Una microcépsula producida por coacervacion compleja tiene una estrutura tipica denominada

“core-shell”, es decir, una microesfera recubierta por una pared de espesor relativamente

uniforme.

1.2.1. Microcapsulas para aromas obtenidas mediante coacervacion compleja

La coacervacion compleja normalmente ocurre bajo un estrecho rango de pH, entre el pKa de los

grupos reactivos que se encuentran a lo largo de la cadena anionica del polisacarido y el punto

isoeléctrico de la proteina. La formacion de la microcapsula se atribuye a la interaccién fisica

entre los grupos amino protonados de la proteina y el grupo carboxilo desprotonado del

polisacarido.

La Tabla 1 muestra en que aplicaciones se han utilizado paredes compuestas por proteinas y

polisacaridos para microencapsular fragancias o aceites esenciales.

. Eficien. Diametro L
Pared Reticulante Aplicacion
%) (um) P
Aceite de
naranja, Proteina de | Glutaraldehido o i i
aroma de suero - GA sin reticulante 80-90 5-1000 | Queso Gouda [17]
limén
Aceite du!ce SPI-GA Sin reticulante 80 8 Consgrvamon [18]
de naranja de alimentos
Oleorresina | e 5A | sinreticulante | 49-73 | a5+ | Ingrediente [19]
de curcuma de comida
Aceite de Formaldehido o Ingrediente
Menta GE-GA transglutaminasa 90 50 de comida [20][21][22]
ISOC';I?FOIO d | GeGA Acido tanico 84 117 Comida [23]
Saborizante GE-GA Sin reticulante NR 67-92 Comida [24]
Triglicérido Comida
de cadena GE-GA Glutaraldehido NR 9-50 [25]
. horneada
media
Formaldehido o Control de
Dodecanol GE-GA . 16-96 1-2 plagas de [26][27]
glutaraldehido insectos
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Dodecil Proteina de Control de
. . i *
acetato SUEro - GA Sin reticulante 41-86 5 plagas de [28]
Insectos
Control de
a-Pineno CS-GA Glutaraldehido 52 5 plagas de [29]
insectos
GE-CMC Glutaraldehido 72-97 10*-100 [30]
Aceite de
semilla de GE- Genipina 76-96 100* Control de [31]
N Carragenina plagas
eem
Cs- Glutaraldehido,
C . genipinay &cido | 37-85 2-10 [32]
arragenina L
tanico
Aceitede | op g Genipina 30-60 g» | Repelente de [33]
Zanthoxylum mosquitos
GE-GA NR 5-10 [34]
Tejidos de
algodén
GE-CS 51 13-18 [35]
Aceite d.e Glutaraldehido
Pachuli
CS-GA 67 10+ | Tratamiento [36]
médico
CSy .
derivado- 61 3-9 Trﬁszgto [37]
GA
AC_EIt(:Z‘ de GE-GA Glutaraldeh[do 0 NR 2876 Tepdos [38]
limén formaldehido funcionales
Aceitede | e GA | Glutaraldehido | NR | 25100 | clidosde [39]
Citronela algodon
Aceite de _Colé_geno Liberacion
hidrolizado- | Glutaraldehido 37-60 5* [40]
Lavanda cs controlada
Aceite de Teiidos de
Artemsia GE-GA Formaldehido NR 10-25 Jidos [41]
> algodén
argyi
Acelede | oo oA | Glutaraldehido | NR 1-10 | Tejidosde [42]
Moxa algodén
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Acelt.e de GE-GA Glutaraldeh!do 0 NR 20-60 Liberacion [43][44]

Vertiver transglutaminasa controlada
Aceitede | GEGA | Formaldehido | 63-99 | go-120 | Liberacion [45]

Ajo controlada
Aceite de GE-GA, .

Jazmin GE-CMC Transglutaminasa | 76-81 1-50 NR [46]
Limoneno GE-GA Glutaraldehido 70-86 219-325 NR [47]
Aceitede | oe GA | Glutaraldehido | 99 | ge-295 | |'atamiento [48]
Alcanfor médico
Caseina | op) pecting | Sinreticulante | 79-92 | 16-24 | ‘Morediente [49]
hidrolizada de comida
Extracto de | qp| pectina | Sinreticulante | 66-72 | 10-90 | 'ngrediente [50]
Propdleo de comida

*Los valores han sido estimados a partir de las imagenes de SEM presentes en las publicaciones.
NR: Esta informacion no aparece en la publicacion; GE: Gelatina; GA: Goma Arabiga; CMC:
Carboximetilcelulosa; CS: Chitosan; SPI: Proteina de soja aislada.

Tabla 1. Aplicacion de la coacervacion compleja para la encapsulacion de sabores y aceites esenciales.

1.3. MICROEMULSION

Las emulsiones son un tipo sistema disperso formado por dos liquidos inmiscibles. Las gotas de
liquido (fase dispersa) se dispersan en un medio liquido (fase continua). Se pueden diferenciar
varias clases de emulsiones, llamadas aceite en agua (O/W), agua en aceite (W/O) y aceite en
aceite (O/O). Esta Gltima puede estar representada por la emulsién de un aceite polar (p.e.
propilenglicol) dispersado en un aceite no polar (aceite de parafina), y viceversa. Para dispersar
dos liquidos inmiscibles se requiere un tercer componente llamado emulsionante. La eleccién de
este emulsificante es crucial no solo para la formaciéon de la emulsion sino también para la

estabilidad de esta.

Las emulsiones se pueden clasificar de acuerdo a la naturaleza del emulsificante o a la estructura

del sistema.
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Naturaleza del emulsionante Estructura del sistema

Moléculas simples e iones

Naturaleza de la fase interna y externa

Tensioactivos no iénicos

O/W, W/O

Mezcla de tensioactivos

Emulsiones micelares (microemulsiones)

Tensioactivos idnicos

Macroemulsiones

Polimeros no iénicos

Gotas bicapa

Polielectrolitos

Emulsiones dobles y maltiples

Mezcla de polimeros y tensioactivos

Emulsiones mezcladas

Fases cristalinas liquidas

Particulas soélidas

Tabla 2. Clasificacion de emulsiones [51].

Varios procesos relacionados con la rotura de las emulsiones pueden ocurrir dependiendo de:

e La distribucion del tamafio de particula y la diferencia de densidad entre el material de

las gotas y el medio.

e Ladiferenciaentre las fuerzas atractivas y repulsivas las cuales determinan la floculacion.

e Lasolubilidad de las gotas dispersas y la distribucion del tamafio de particula, lo que a su

vez determina la maduracion de Ostwald.

e La estabilidad de la pelicula de liquido existente entre las gotas, lo cual determina la

coalescencia.

Los diferentes procesos de rotura de la emulsion se muestran en la siguiente figura:

AT S Rty

&

’,9’

&
»

Sedlmtlentatlon

..*..

]
Coalescence

Figura 5. Representacion esquematica de varios procesos de rotura de emulsion [51].
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Los fendmenos fisicos que estan involucrados en cada proceso de rotura de emulsion no son
simples, y requieren el andlisis de todas las fuerzas superficiales involucradas. Ademas, los
procesos anteriores se pueden dar de forma simultanea y no de forma consecutiva, lo que a la vez
complica su andlisis. Emulsiones modelo, con gotas monodispersas, no se pueden producir
facilmente y, por lo tanto, cualquier tratamiento tedrico debe tener en cuenta el efecto de la
distribucion del tamafio de gota. Ademas, las medidas de adsorcion del tensioactivo y el polimero
en una emulsidn no son simples, y para obtenerlas, estas medidas se deben realizar en la interfase

plana.

1.3.1. Mecanismo de emulsificacion

Para preparar una emulsién es necesario aceite, agua, un tensioactivo y energia. Considerando
que la energia necesaria para expandir la interfase es AAy (donde AA es el incremento del area
interfacial cuando el aceite total de area A; produce un gran nimero de gotas creando una nueva
area Az; A>>Ay, v es la tension interfacial). Dado que v es positiva, la energia necesaria para
incrementar la interfase es alta y positiva; este termino de energia no puede ser compensada por
la pequefia entropia de la dispersion TAS (la cual también es positiva) por lo que la energia libre
total de la formacion de una emulsion, AG es positiva. Por tanto, la formacion de una emulsion

no es espontanea requiere de la aportacion de energia.

AGTo™ = AAy,, — TASCO™ Ecuacion 1

La formacion de gotas de pocas micras, como en el caso de las macroemulsiones, es facil de
conseguir y, por lo tanto, agitadores de alta velocidad como los Ultra-Turrax o Silverson son
suficientes para producir estas emulsiones. Por el contrario, la formacién de pequefias gotas

(nanoemulsiones) requiere el uso de tensioactivos y/o energia.

La elevada energia requerida para la formacién de nanoemulsiones puede ser entendida partiendo
de la Ley de Laplace donde Ap (la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota).
Para conseguir la rotura de una gota en gotas mas pequerias, ésta debe ser fuertemente deformada,

y esta deformacion incrementa Ap.

Los tensioactivos juegan el rol mas importante en la formacion de emulsiones. Debido a la
reduccion de la tension interfacial, p se reduce y, por ello, el estrés requerido para romper una

gota también. Los tensioactivos, a su vez, previenen la coalescencia de las nuevas gotas formadas.

Varios procesos se producen durante la emulsificacion, la rotura de las gotas debido a la agitacion,
la adsorcién del tensioactivo y las colisiones entre las diferentes gotas formadas (las cuales pueden

acabar 0 no en coalescencia). Cada uno de estos procesos se repiten humerosas veces durante la
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emulsificacion y la escala de tiempo de cada uno de ellos es muy corta, normalmente un
microsegundo. Esto demuestra que el proceso de emulsion es un proceso dindmico y que los

sucesos que ocurren dentro del periodo de un microsegundo pueden ser muy importantes.

Para describir la formacion de la emulsion, se deben considerar principalmente dos factores,
Ilamados hidrodinamicos y ciencia de las interfases. Para evaluar la formacion de la emulsion, el

enfoque habitual es medir la distribucion del tamafio de gota. Un didmetro promedio Util d es,

= (S—m)l/(n_m) Ecuacion 2

d
nm Sn

En la mayoria de los casos, ds, (volumen/superficie promedio o “Sauter mean”) es usado. Una
manera alternativa de describir la calidad de las emulsiones es usar el area superficial especifica
A (el &rea superficial de todas las gotas emulsionadas por unidad de volumen de la emulsién).

2 _ 60

= Ecuacién 3
dsz

A=ms
1.3.2. Tensioactivos

Los tensioactivos son moléculas muy exdéticas debido a su comportamiento anfifilico, lo que
significa que una molécula de tensioactivo contiene una parte hidr6foba y una hidrofilica. La parte
hidr6foba, cominmente llamada cola, suele estar compuesta por una o varias cadenas
hidrocarbonadas, mientras que la parte hidrofilica (cabeza) puede presentar grupos con carga o

no.

Los tensioactivos existen en formas muy variadas en la naturaleza [52][53][54]; Normalmente,
estas moléculas se clasifican de acuerdo a la naturaleza quimica de los grupos polares de su
cabeza, por ejemplo, los tensioactivos con carga negativa en su grupo de cabeza se conocen como
anionicos, mientras que los cationicos estan cargados positivamente, a los que no presentan carga
se les denomina no i6nicos. Por ultimo, los denominados zwitteriénicos, son compuestos
eléctricamente neutros pero que tienen cargas formales positivas y negativas sobre atomos

diferentes.
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Figura 6. Ejemplos de moléculas de tensioactivos [55].

1.3.2.1. Balance hidrofilico-lipofilico (HLB)

La seleccion de diferentes tensioactivos en la preparacion de emulsiones O/W o W/O suele
basarse en bases empiricas. En tal escala semi-empirica se utiliza el parametro HLB desarrollado
por Griffin [56]. Este valor se basa en el porcentaje relativo de grupos hidrofilicos y lipofilicos
en la(s) molécula(s) de tensioactivo. En una emulsion O/W la cadena hidr6foba del tensioactivo
reside en la gota de aceite mientras que la parte hidrofilica se ubica en la fase acuosa. Por el
contrario, en las emulsiones W/O el/los grupo/s hidrofilicos residen en las gotas de agua formadas

mientras que los grupos lipofilicos se sitlan en la fase hidrocarbonada.

Una guia para la seleccion de tensioactivos para aplicaciones determinadas se muestra en la Tabla
3. Aqui, se ve rango del pardmetro HLB y cudl es el valor 6ptimo en funcidn de objetivo para el
cual se quiere utilizar el tensioactivo. Por otro lado, en la Tabla 4 se muestra el HLB requerido

para la emulsion en funcién del tipo de aceite que se quiera emulsionar.
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Rango HLB Aplicacion

3-6 Emulsion W/O

7-9 Agente humectante
8-18 Emulsion O/W
13-15 Detergente
15-18 Solubilizante

Tabla 3. Resumen de los rangos de HLB de los tensioactivos y sus aplicaciones [51].

Aceite Emulsién W/O Emulsién O/W
Aceite de parafina 4 10
Beeswax 5 9
Linolin 8 12
Ciclohexano - 15
Tolueno - 15

Tabla 4. Nimero de HLB requerido para la emulsificacion de varios aceites [51].

La importancia relativa de los grupos hidrofilicos y lipofilicos fue reconocida por primera vez
cuando usando mezclas de tensioactivos de bajo y alto HLB en diferentes porciones. Se determind
que la eficiencia de cualquier combinacién (en funcion de la separacion de fases) se maximiza
cuando la mezcla contiene una proporcion determinada de tensioactivo con el mayor nimero de
HLB. Esto se ilustra en la Figura 7, que muestra la variacion de la estabilidad de la emulsion, el
tamafio de la gota y la tensidn interfacial con relacion al porcentaje de tensioactivo con un alto
numero de HLB.

Emulsion Droplet
stability \\ // size
Interfacial
[ tension
0 100

% Surfactant with high HLB

Figura 7. Variacion de la estabilidad de una emulsion, el tamafio de gota y la tension interfacial con relacion al
porcentaje de tensioactivo con mayor HLB [51].

1.3.3. Agregaciones y comportamiento de fase

Debido a la naturaleza anfifilica, los tensioactivos presentan dos propiedades muy interesantes y
atiles: reducen la tension superficial cuando son adsorbidos en una interfase especifica (por
ejemplo, aire-agua o aceite-agua) y tienen la habilidad de autoasociarse y autoorganizarse (Self-

Assembly).
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A bajas temperaturas, la solubilidad de las moléculas de tensioactivo se reduce en la solucion.
Hay un punto critico, conocido como la temperatura de Krafft, por encima de la cual la solubilidad
parece incrementarse rapidamente y la solucién presenta a su vez agregados de tensioactivo y
moléculas individuales. Por debajo de la temperatura de Krafft, no se forman agregados de

tensioactivo.

Cuando a una solucion (acuosa, por ejemplo) se le afiade cada vez mas tensioactivo, este comienza
a adsorberse a las interfases disponibles, por tanto, su concentracion en forma monomolecular

aumenta hasta que se forman las primeras micelas.

En solucién acuosa la fuerza motriz principal que favorece la formacién de micelas es el efecto
hidréfobo (que aumenta con el tamafio de la cadena hidrocarbonada del tensioactivo), es decir, la
sustraccion de la parte apolar del tensioactivo del contacto con las moléculas del agua
orientandose para crear un contacto mas favorable, desde el punto de vista energético, con las
partes apolares de otras moléculas de tensioactivo. Por otra parte, existen efectos que tienden a
oponerse a la formacion de una micela como, por ejemplo, la repulsion de los grupos hidrofilicos,
principalmente en el caso de tensioactivos i6nicos. La presencia de alcohol que se intercala entre
las moléculas de tensioactivo en la interfase, o la adicién de electrolitos que producen un efecto
pantalla que reduce el campo eléctrico intermolecular, reduce las fuerzas repulsivas favoreciendo
la micelacion. Los efectos que favorecen la micelacion producen un descenso de la CMC y
viceversa. Las micelas son las responsables de una propiedad fundamental de las soluciones de

tensioactivos: su poder solubilizante.

Generalmente, muchas moléculas de tensioactivo se agregan de forma espontanea en medios
acuosos comenzando a formar micelas con nimeros de agregacion (nimero de moléculas que
constituyen el agregado) que varian de 50 a 100. Estas micelas son en la mayoria de los casos

unidades esféricas, lo que resulta en una solucion isotrépica de baja viscosidad.
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Surfactant Concentration

Figura 8. Variacion de las diferentes propiedades fisicas de un tensioactivo en solucion antes y después de la CMC
[55].

La micelizacion es un proceso de autoagregacion fuertemente cooperativo que se produce a una
concentracion especifica, la concentracion micelar critica (CMC). Por lo tanto, la CMC es un
parametro importante para caracterizar la autoagregacion y puede depender de la naturaleza
guimica del tensioactivo y el disolvente, asi como de otros factores como el nimero y tamafio de
las colas hidréfobas. En la CMC, la fraccién de moléculas libres en la solucion es la misma que
la fraccion de moléculas que forman el agregado. Un aumento adicional de la concentracién da
como resultado un aumento del nimero de moléculas en el agregado, mientras que la
concentracién de tensioactivo en la solucion permanece sin cambios. El proceso es dindmico vy,

por lo tanto, hay un intercambio constante de moléculas entre los agregados y la solucion [57].

Mediciones de la tension superficial se usan cominmente para la determinacion de la CMC. La
Figura 8 muestra que a medida que la concentracion de tensioactivo en la solucién aumenta, la
tension superficial disminuye. Esto sucede debido a una adsorcién creciente de moléculas de
tensioactivo en la interfase agua-aire, los grupos hidrofilicos estan solvatados en el agua, mientras
gue los grupos hidré6fobos se alejan de ella ordenandose en la superficie del agua formando una
monocapa. Asi las fuerzas intermoleculares (puentes de hidrégeno), que normalmente dan al agua
una alta tension superficial, quedan superadas; la tension superficial disminuye. En la CMC, la
pendiente de la curva de tension superficial disminuye a casi cero. Existen otras propiedades
fisicas que se pueden usar para monitorear la formacion de micelas y la determinacién de CMC.
Por ejemplo, en la CMC, el incremento de la presion osmotica cae hasta casi mantenerse

constante. Un fuerte aumento de la turbidez también se observa mediante técnicas de dispersion

18



Introduccién general

de luz. En las mediciones de conductancia, se observa una marcada disminucién en la pendiente
después de cruzar la CMC, lo que indica que hay muchas menos unidades mdviles cargadas que
las esperadas por las moléculas de tensioactivo individuales.

Un delicado equilibrio entre fuerzas opuestas es el aspecto clave en la autoagregacion del
tensioactivo el cual se ve afectado por una variedad de factores, como el tamafio del grupo
hidrofobo, la concentracion de tensioactivo, la naturaleza del grupo de cabeza polar y del

contraion, la concentracion de sal, el pH, la temperatura y la presencia de co-solutos [58][59].

Una simple micela esférica puede crecer formando estructuras cilindricas que son anisotropicas
y muestran caracteristicas de escala macroscopica. Incluso en estos casos, la solucion se presenta
como una sola fase. A medida que aumenta la concentracion del tensioactivo, el crecimiento lineal
también puede conducir a estructuras ramificadas que pueden llevar incluso a estructuras
interconectadas (normalmente denominadas bicontinuas). A medida que aumenta la

concentracion, los anfifilos se pueden autoagregar para formar una gran variedad de estructuras.

Surfactant
Molecule

Normal Micelle Cubic Hexagonal

“ ».] !T ‘fl;
LTI

E Gt

Lamellar Worm-like Micelle Bicontinuous Cubic Inverted/Reverse Micelle

Figura 9. Ejemplos de diferentes estructuras de tensioactivos autoagregados [55].

Los agregados de tensioactivo se pueden dividir principalmente en dos grupos: los que se
construyen a partir de ensamblajes limitados o discretos, que se pueden definir como
aproximadamente esféricos, prolatos o cilindricos; y autoagregados infinitos o ilimitados, en los
que los agregados se conectan a través de distancias macroscopicas en una, dos o tres
dimensiones. La estructura hexagonal es un ejemplo de continuidad unidimensional. Esta fase

esta formada por micelas cilindricas (infinitamente largas) dispuestas en un patrén hexagonal, con
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cada micela rodeada por otras seis micelas. El radio de la seccidn transversal circular (que puede
estar algo deformada) es proxima a la longitud de la molécula de tensioactivo. Por otro lado, las
lamelas planas muestran continuidad bidimensional. Esta estructura esta formada por capas de
moléculas de tensioactivo que se alternan con las capas de agua. El grosor de las bicapas es algo
menor que el doble de la longitud de la molécula de tensioactivo. El grosor de la capa de agua
puede variar considerablemente dependiendo de la naturaleza del tensioactivo. Las estructuras

cubicas son ejemplos de continuidad tridimensional.

1.3.4. Mezclas polimero-polimero vy polimero-tensioactivo

El gran numero de estudios realizados en mezclas acuosas de polimero-polimero y tensoactivo-
polimero son la consecuencia de su importancia en muchos campos diferentes, desde la ciencia
fundamental hasta las aplicaciones industriales. Se pueden encontrar mezclas de polimeros o
polimeros y tensioactivos en productos de limpieza, en materiales de construccién, en papel, en
alimentos, en productos farmacéuticos, etc. [60][61][62][63][64][65]. Los primeros estudios
sobre sistemas de polimero-tensioactivo se relacionaron con el interés de comprender las
interacciones entre el tensioactivo y las proteinas u otros polielectrolitos bioldgicos, con el
objetivo de comprender los procesos biolégicos [66][67]. Ademas, utilizando mezclas de
polimeros o polimero y tensioactivo se pueden lograr diferentes efectos como estabilidad coloidal,
floculacion, emulsificacion, estructuracion o control reoldgico. En particular, polimeros y
tensioactivos son muy utilizados como agentes reol6gicos o agentes gelificantes, y las mezclas de
estos muestran comportamientos reolégicos muy interesantes y diferentes a los obtenidos con
ellos por separado [61][68][69][70][71][72][73][74].

1.3.4.1. Comportamiento de la fase

La tendencia de los agregados de polimero y tensioactivo a separarse en dos fases es mucho mayor
gue en mezclas de moléculas mas pequefias debido a la menor entropia de las mezclas de
moléculas mas grandes. Pero el comportamiento de las mezclas también estd dictado por las
interacciones entre las macromoléculas y entre éstas y el solvente [75]. Dos comportamientos de
fase pueden ser claramente distinguidos considerando la distribucion de las macromoléculas:
asociativo y segregativo. En el primer caso, las macromoléculas se asocian en una fase
concentrada coman en equilibrio con una fase diluida y, en el segundo caso, las macromoléculas

se segregan en diferentes fases de concentracion total similar.

Los dos tipos de comportamiento se observaron por primera vez en soluciones de polimeros
mixtos, pero, sin embargo, esto también se observa en sistemas polimero-tensioactivo [58][76].

La siguiente figura muestra diagramas de fase esquematicos para ambos casos.
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Figura 10. Diagramas de fase para comportamientos de fase asociativo (izquierda) y segregativo (derecha). 1$ y 20
representan una y dos fases respectivamente [55].

Fuera de la region 2 del diagrama asociativo, se encuentra la region 1 que indica que la mezcla
de los dos componentes presentes en la fase puede conducir a formacién de complejos solubles o
insolubles dependiendo de la composicion o proporcion de los dos componentes mezclados
[76][77]. Este tipo de asociacion es bastante tipica para mezclas de carga opuesta 0 no ionicas
[78][79][80][81][82]. El tamafio de la region de la separacion en dos fases aumenta con el peso
molecular del polimero, el tamafio micelar, la longitud de la cadena alquilo del tensioactivo y la
densidad de carga del polielectrolito, mientras que disminuye con la adicion de sal que apantalla
las interacciones electrostaticas. La extension de cada una de las fases en los sistemas no idnicos
puede verse claramente afectada por la temperatura, ademas, una separacion de fase asociativa se

ve claramente favorecida por una disminucion de la hidrofilicidad de uno o ambos solutos.

La separacion de fase segregativa ocurre cuando no hay atraccion neta (hidrofébica o
electrostatica) entre las macromoléculas. Se espera que la extension de la separacién de fases
dependa de las interacciones de corto alcance entre los diversos componentes del sistema,
incluyendo al disolvente, y a la entropia de la mezcla. Las diferencias en las interacciones de corto
alcance generalmente favorecen la separacion de fases y la entropia de la mezcla favorece la
miscibilidad [77]. Como se explico anteriormente, la entropia de la mezcla depende en gran
medida del nimero de moléculas y agregados presentes en una composicion determinada. Para
mezclas no ionicas, esta viene dada por el nimero de moléculas de polimero y el nimero de
agregacion de los agregados de tensioactivo. Para las macromoléculas cargadas, numerosos iones
pequefios, los contraiones, estan presentes y la entropia de la mezcla es mas grande en

comparacion con los no i6nicos.

El comportamiento segregativo puede verse fuertemente afectado por la introduccion de pequefias
fracciones ionicas. Este comportamiento de fase puede ser util cuando, en una mezcla o

formulacion, ciertos componentes no deben asociarse sino mantenerse separados (por ejemplo,
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para prevenir la desnaturalizacion o precipitacion de proteinas en una mezcla). Para algunos
sistemas, a una concentracion de sal muy alta, el comportamiento puede cambiar de asociativo a

segregativo.
1.3.4.2. CAC y fendmenos de redisolucion

Los polimeros no cargados ligeramente hidréfobos y los polimeros cargados presentan
importantes similitudes en sus interacciones con tensioactivos ionicos [77]. En ambos casos, se
puede observar la union del tensioactivo a la cadena del polimero, dando como resultado
agregados de tipo micelar de moléculas de tensioactivo adsorbidas en la cadena de polimero. La
unién del tensioactivo normalmente comienza a una concentracion bastante bien definida, la
Ilamada concentracion de agregacion critica (CAC) [83], que es siempre mas baja que la CMC
del tensioactivo. La CAC puede considerarse simplemente como la CMC del tensioactivo en una
disolucion de polimero. En la CAC hay una fuerte unién cooperativa. Para aclarar el término
unién cooperativa, éste representa una situacion donde el tensioactivo prefiere unirse a una zona
ocupada por otra molécula de tensioactivo. Una unién no cooperativa indica que la molécula no
tiene preferencia por ningun dominio; y la union anticooperativa indica la preferencia por un

dominio no ocupado.

La union de tensioactivos se caracteriza normalmente por su marcada cooperatividad debido a la
interaccién hidréfoba entre las cadenas de tensioactivo (la unidn es en realidad una formacién de
micelas en la superficie del polimero). Pero hay otros comportamientos, por ejemplo, en el caso
de los HMP (hydrophobic modified water-soluble polymers) el escenario es bastante diferente, ya
que los grupos hidréfobos tienen la capacidad de asociarse y las moléculas individuales de

tensioactivo se solubilizan en las micelas de polimero [77].

Al igual que la CMC, la CAC disminuye con el incremento de la longitud de cadena del
tensioactivo, pero a diferencia de la CMC para sistemas con cargas, la CAC se incremente con la
concentracion de polimero o de sal. La naturaleza quimica del grupo de cabeza del tensioactivo
también puede afectar a la fuerza de interaccion polimero-tensioactivo. Los tensioactivos
aniénicos muestran una marcada interaccion con la mayoria de homopolimeros, mientras que los
tensioactivos anidnicos muestran una interaccion mas débil pero significativa [58][77]. Los
tensioactivos no i6nicos y los tensioactivos zwitteridnicos rara vez muestran una interaccion
notable [58][77]. Cuando se alcanza la CAC, se observa un estancamiento de la tension superficial
hasta que todos los polimeros se saturan con moléculas de tensioactivo. Este estancamiento de la

tension superficial aumenta su valor linealmente con la concentracion de polimero [58].

Hay diferentes escenarios para la micelacion de tensioactivos interactuando con las cadenas de

polimero, incluyendo diferentes tipos de union. Para los tensioactivos i6nicos y los
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homopolimeros hidrofilicos, la micelacién ocurre en las inmediaciones de la cadena de polimero.
Si la interaccion atractiva entre el polimero y el tensioactivo es fuerte como en el caso de sistemas
cargados opuestamente, habrd una unidén cooperativa pronunciada de las moléculas de
tensioactivo a las cadenas de polimero. Los tamafios de las micelas son similares con y sin

polimero, de igual modo que el nimero de agregacion [58].
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Figura 11. Efecto de un tensioactivo idnico en las interacciones intra e inter poliméricas (a) en el régimen diluido y
(b) en el régimen semidiluido. La concentracion de tensioactivo aumenta al ir a la derecha en la figura. A
concentraciones intermedias de tensioactivo (es decir, un nimero bajo de micelas por cadena de polimero), hay una
contraccion de la cadena de polimero en soluciones de polimero diluido y un efecto de reticulacién en las soluciones
semidiluidas. A medida que aumenta el nimero de micelas por cadena de polimero, los polimeros se hinchan en el
régimen diluido debido a la repulsion electrostatica entre las micelas. En el régimen semidiluido, la red se descompone
a medida que las interacciones intrapoliméricas toman el control [84].

Para los polimeros modificados hidr6fobamente el escenario es mas complejo. Hay una
interaccién hidréfoba entre estos polimeros y las moléculas de tensioactivo. A bajas
concentraciones de tensioactivo, hay una cantidad reducida de uniones no cooperativas de
moléculas individuales de tensioactivo. A concentraciones intermedias, aparece un nimero
determinado de uniones anti-cooperativas independiente a la concentracion de moléculas de
tensioactivo en el sistema y, finalmente, como la concentracién de tensioactivo es igual al CAC,
uniones tipicamente cooperativas pueden observarse [58]. Una representacion esquematica de

estos fendmenos puede verse en la siguiente figura:
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Figura 12. Tendencia de la tension superficial en funcion de la concentracion de tensioactivo en presencia y ausencia
de un homopolimero (a) unién del tensioactivo en presencia o ausencia de polimero (b) y unidn de la asociacion entre
un tensioactivo iénico y un polimero modificado hidr6fobamente [55].

Los poliiones se asocian fuertemente con iones tensioactivos de carga opuesta debido a la fuerte
atraccion electrostatica entre las dos especies y a la gran ganancia entrépica (liberacion de

contraiones).
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Figura 13. llustracién esquematica de la interaccion entre polimeros anfifilicos y tensioactivos. Los grupos laterales
hidréfobos injertados en el polimero se asocian en ausencia del tensioactivo. Las primeras moléculas de tensioactivo
afiadido se disuelven en estos dominios (a) para formar micelas mixtas. Para tensioactivos i6nicos, una unién
inicialmente no cooperativa va seguida de una unién no cooperativa a medida que aumenta la ratio de
tensioactivo/agregado. A concentraciones mas altas de tensioactivo (b) el tensioactivo forma micelas (union
cooperativa), disolviendo asi los grupos hidréfobos del polimero. Cuando el nimero de micelas es igual al nimero al
ntmero de zonas hidrofébicas del polimero, la reticulacidn del polimero es despreciable [84].

La separacion de fases ocurre a menudo, lo que resulta en una fase concentrada en poliiones y
agregados de ion tensioactivo en equilibrio con una fase diluida [58][76][85]. La separacion de
fases de los complejos de iones de poli (tensoactivo) aparece ya sea en la CAC o en
concentraciones ligeramente por encima de CAC, dependiendo de la concentracion de poliiones
y las caracteristicas del sistema [85][86]; en otras palabras, en algunos sistemas, es posible unir
una cantidad considerable de iones tensioactivos al poliidén antes de que se produzca la separacion
de fases, mientras que en otras mezclas se observa una separacion de fases concentraciones muy
bajas de tensioactivos [87][88][89]. Por otro lado, podria ocurrir una redisolucion de la fase
concentrada. Ocurre cuando los complejos no estequiométricos se vuelven a disolver en una sola
fase. La redisolucion se puede lograr mediante la adicion de un exceso de tensioactivo o
polielectrolito, pero los mecanismos que hay detras de este fendmeno aln no se conocen
completamente. Un posible escenario es el siguiente: cuando el tensioactivo adicional se une al
poliién (por encima de la equivalencia de carga), los complejos se sobrecargan. En algunos
sistemas, puede producirse una segunda unién cooperativa de iones tensioactivo en la llamada
CAC (2), que a veces se denomina CAC hidrofobica, porque la unién cooperativa ocurre debido
a una asociacion hidrofébica del exceso de iones tensioactivo al neutro complejo [90]. Esto puede
llevar a la redisolucion. La Figura 14 muestra una representacion hipotética del tipo de isoterma
de unién CAC (2).

25



Introduccién general
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Figura 14. Tendencia de la unién cuando CAC(2) esta presente [90].

En conclusion, en algunos sistemas se produce una redisolucion eficiente; sin embargo, hay otros
sistemas en los que la redisolucion eficiente no se logra al agregar exceso de tensioactivo o

polielectrolito. Esto también es valido para sistemas polimero-polimero.

1.3.5. Interacciones proteina-tensioactivo

Ya que las proteinas y los tensioactivos son ambos anfifilicos, es natural que interactlen. Estas
interacciones muestran similitudes a otros sistemas tensioactivo-macromoléculas, en particular a
sistemas con polimeros anfifilicos, tales como polimeros solubles en agua hidrofébicamente
modificados. Los sistemas que contienen proteinas difieren de otros polimeros en que son
monodispersas y en que son compactas y con falta de libertad conformacional. Las proteinas son
polimeros anfifilicos con una densidad de carga variable. Ademas, las proteinas se diferencian
mucho entre unas Y otras, por tanto, consideraciones generales son dificiles de obtener. Es por
ello que los estudios en referencia a proteinas con tensioactivos son limitados y muy pocos

modelos generales han sido construidos [58][77].

Las proteinas y los tensioactivos no solo interactGan porque probablemente tengan cargas
opuestas sino también porque ambos son anfifilicos. Estas uniones pueden conducir a la
desnaturalizacion de la proteina y, en consecuencia, la proteina se puede encontrar en diferentes
estados conformacionales en la mezcla. Los complejos proteina-tensioactivo que involucran
proteinas desnaturalizadas encuentran algunas analogias con los complejos de tensioactivos y

polimeros parcialmente hidréfobos y flexibles.
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1.3.5.1. Tension superficial y solubilizacion como evidencia de las interacciones

entre tensioactivos y proteinas

La curva normal que surge de representar la tension superficial frente a la concentracion de
tensioactivo se ve modificada por las proteinas de una manera similar a la observada en
homopolimeros ligeramente polares. Asi, la Figura 15, muestra la tension superficial de una
solucion de dodecil sulfato de sodio en presencia de gelatina. La pendiente de la curva de la
tension superficial sufre una reduccion justo antes de la CMC, concentracion a partir de la cual el
valor de la tension superficial casi se mantiene constante en un rango de concentraciones de
tensioactivo. Posteriormente a esta region, una disminucion de los valores de esta tension hasta
aproximarlos a los de la disolucion que Unicamente contiene tensioactivo. En el caso de
tensioactivos no idnicos, no se observa influencia de la proteina, como se puede ver en la Figura
15. Sin embargo, para otros casos, una clara interaccion se observa entre la proteina y el
tensioactivo no idnicos a partir de la tension superficial Figura 16. La mayoria de los polimeros
no se asocian con tensioactivos no idnicos, con la excepcidn general de ser polimeros fuertemente

anfifilicos, como los polimeros solubles en agua hidr6fobamente modificados.

70 1 T 1

60 .

surface tension (mNm-1)
>

log of molar
surfactant concentration

Figura 15. Efecto de la gelatina en la tensién superficial de soluciones de dodecil sulfato de sodio (circulos) y Triton
X-100 (octil fenol etoxilato) (triangulos): simbolos rellenados, sin proteina; simbolos sin rellenar, en presencia de
proteina [91].
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Figura 16. Curva de la tension superficial de C12E6 en presencia de albimina de suero bovino, de las siguientes
concentraciones: (1) 0; (2) 10-6; (3) 5x10-6; (4) 1x10-5; (5) 5x10-5 [92].

La solubilidad de una sustancia no polar no soluble en agua, como un tinte, empieza a ser
importante sobre la CMC para una solucién de tensioactivo. En presencia de un polimero, la
solubilizacién comienza a una concentracién mas baja, lo que manifiesta una micelizacion de
tensioactivo inducida por polimeros. Se observa un efecto analogo para muchas soluciones de
proteinas, como se ilustra en la Figura 17. Esto indica que una proteina soluble en agua también
puede inducir a la autoagregacion de un tensioactivo y la formacion de microdominios hidréfobos.
Sin embargo, este comportamiento no es claro como para muchos sistemas de homopolimeros, y

es dificil identificar una concentracion de asociacion critica.

SDS -

SDS +
ovalbumin

X

Absorbance

SDS (concentration) ——

Figura 17. La solubilizacién (medida por el incremento de la absorbancia de UV) del (dimetiamino) azobenzeno por
los complejos de ovoalbimina-dodecil sulfato de sodio [92].

1.4. RETICULACION

La reticulacion es un proceso donde las largas cadenas que forman los polimeros se unen entre si

mediante enlaces covalentes, aumentando asi la masa molecular del polimero como resultado de

28



Introduccién general

esta union. Es una etapa muy importante en el proceso de fabricacidn de microcapsulas ya que las
uniones que forman estos enlaces covalentes son estables mecénica y térmicamente, es decir que
una vez formadas son dificiles de romper. Si se consigue una buena reticulacion de las
microcépsulas se puede conseguir que estas tengan una buena estabilidad y no se rompan
facilmente. Ademas, regulan la compacidad de la pared de la microcapsula dando lugar a cambios
en el transporte méasico de los componentes del nlcleo de la capsula hacia el exterior de esta a
través de la pared.

Cuando las cadenas del polimero estan unidas entre si por enlaces cruzados, pierden la capacidad
de moverse como un polimero con cadenas individuales. Por ejemplo, un polimero liquido (tal

como una resina) se puede convertir en un "solido" o " gel" por reticulacion de las cadenas.

Dependiendo del polimero se pueden utilizar diferentes técnicas para provocar la reticulacion,
pero, en todos los casos, la estructura quimica del polimero se altera debido al proceso. La
modificacion resultante de las propiedades mecénicas depende fuertemente de la densidad de
reticulacion. Si la densidad de reticulacion es baja, la viscosidad de polimeros fundidos se reduce.
Si la densidad de reticulacién es intermedia, los polimeros gomosos se transforman en materiales
con propiedades elastoméricas y con una gran resistencia. Cuando la densidad de reticulacion es

elevada puede dar lugar a materiales muy rigidos.

Las propiedades de los polimeros que se pueden mejorar mediante este proceso son amplias. Entre

ellas se encuentran:

e Propiedades mecanicas, tales como la resistencia a la traccién
e Resistencia al rayado

¢ Rendimiento a altas temperaturas mas altas

e Resistencia a productos quimicos

e Memoria de forma

Los enlaces cruzados se pueden formar por reacciones quimicas que se inician por la temperatura,
la presion, el cambio en el pH, o la radiacion. Para facilitar que se produzcan estos enlaces entre
dos polimeros se afiaden agentes reticulantes al proceso. Cada agente reticulante contiene
extremos que reaccionan con grupos funcionales especificos, como por ejemplo las aminas
primarias, sobre las proteinas u otras moléculas. La propiedad mas importante de un agente
reticulante es el grupo quimico reactivo ya que de este depende el método y el mecanismo con
los que se modificaran las propiedades del polimero o polimeros que estén siendo reticulados.
Estos agentes contienen al menos dos grupos reactivos. Entre estos grupos destacan las aminas

primarias, los sulfhidrilos, carbonilos, hidratos de carbono y acidos carboxilicos.
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Los agentes reticulantes se seleccionan sobre la base de sus reactividades quimicas (es decir, la
especificidad para los grupos funcionales particulares) y compatibilidad de la reaccion con la
aplicacion. El mejor agente de reticulacion a utilizar para una aplicacion especifica debe ser
determinado empiricamente. Los agentes reticulantes son elegidos en base a las siguientes

caracteristicas:

o Especificidad quimica

e Longitud de la cadena

e Solubilidad en agua y permeabilidad de la membrana celular

¢ Mismo (homobifuncional) o diferente (heterobifuncional) grupo reactivo

e Grupos que son espontaneamente reactivos

1.4.1. Cinética de reaccion

La cinética quimica es un area de la fisicoguimica que se encarga del estudio de la rapidez de
reaccion, como cambia la rapidez de reaccion bajo condiciones variables y qué eventos
moleculares se efectian mediante la reaccion general (difusion, ciencia de superficies, catélisis).
El objeto de la cinética quimica es medir la rapidez de las reacciones quimicas y encontrar
ecuaciones que relacionen la rapidez de una reaccion con variables experimentales.
Experimentalmente la velocidad de una reaccion puede ser descrita a partir de la concentracion o
concentraciones de las especies involucradas en la reaccion y una constante k, sin embargo, esta
puede depender de numerosos factores (el solvente utilizado, el uso de catalizadores, fendmenos
de transporte, material del reactor, etc...), haciendo muy complejo el proceso de determinacion de

velocidades de reaccion.

Se pueden clasificar las reacciones en simples o complejas dependiendo del nimero de pasos o
de estados de transicion que deban producirse para describir la reaccion quimica. Si solo es
necesario un paso (un estado de transicion) se dice que la velocidad de reaccién es simple y el
orden de la reaccion corresponde a la suma de coeficientes estequiométricos de la ecuacién. Si no
es asi, se debe proponer una serie de pasos (cada uno con un estado de transicion) denominados
mecanismos de la reaccién que correspondan a la velocidad de reaccién encontrada. Las
reacciones también se pueden clasificar cinéticamente en homogéneas y heterogéneas. La primera
ocurre en una fase y la segunda en mas de una fase. La reaccién heterogénea depende del area de

una superficie ya sea la de las paredes del vaso o de un catalizador sélido.

La velocidad de reaccion es la rapidez con que se modifica la concentracion de un producto o un

reactivo al transcurrir el tiempo.
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Figura 18. Velocidad de reaccién vs Substrato en cinética enzimatica [93].

La medida de la velocidad de reaccion implica la medida de la concentracién de uno de los
reactivos o productos a lo largo del tiempo, esto es, para medir la rapidez de una reaccion
necesitamos medir, o bien la cantidad de reactivo que desaparece por unidad de tiempo, o bien la
cantidad de producto que aparece por unidad de tiempo. La rapidez de reaccion se mide en

unidades de concentracion/tiempo, esto es, en (mol/l)/s, es decir, moles/(l-s).
Para una reaccion de la forma:

A->B+C Ecuacion 4

La ley de la velocidad de formacién es la siguiente:

dcy

Ecuacién 5
dt

Vg =

Donde vy es la velocidad de lareacciony (—dc,) la disminucion de la concentracién del reactivo
A en un tiempo dt. Esta velocidad es la rapidez media de la reaccion, pues todas las moléculas

necesitan tiempos distintos para reaccionar.

La velocidad con la que aparece el producto es igual a la velocidad de desaparicion del reactivo.
De este modo, la ley de la velocidad se puede escribir de la siguiente forma:

dCA _ dCB _ dCC

= = Ecuacién 6
dt dt dt

Esta velocidad no es constante y depende de varios factores:

- Concentracion de los reactivos: Uno de los factores mas importantes es la concentracion
de los reactivos. Cuantas méas particulas existan en un volumen, mas colisiones hay entre
las particulas por unidad de tiempo. Al principio, cuando la concentracién de reactivos es
mayor, también es mayor la probabilidad de que se den colisiones entre las moléculas, y la
rapidez es mayor. A medida que la reaccion avanza, al ir disminuyendo la concentracion de

los reactivos, disminuye la probabilidad de colision y con ella la rapidez de la reaccion.
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- Temperatura: Un incremento de la temperatura provoca un incremento en la energia
cinética de las moléculas, lo que hace que sea mayor el nimero de moléculas que alcanza
la energia de activacion.

- Catalizadores: Los catalizadores cambian la energia de activacion de una determinada

reaccion, y por lo tanto varian la velocidad de reaccion.

Cuando la reaccion que se estudia es de tipo enzimatica, es decir, cuando las reacciones quimicas

son catalizadas mediante enzimas, su cinética de reaccion tiene un comportamiento diferente.

La cinética enzimética estudia la velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas. Estos
estudios proporcionan informacidn directa acerca del mecanismo de la reaccion catalitica y de la
especificidad del enzima. La velocidad de una reaccion catalizada por un enzima puede medirse
con relativa facilidad, ya que en muchos casos no es necesario purificar o aislar el enzima. La
medida se realiza siempre en las condiciones 6ptimas de pH, temperatura, presencia de cofactores,
etc, y se utilizan concentraciones saturantes de sustrato. En estas condiciones, la velocidad de
reaccion observada es la velocidad méaxima (v,,s,). La velocidad puede determinarse bien

midiendo la aparicion de los productos o la desaparicion de los reactivos Figura 18.

Al seguir la velocidad de aparicion de producto [93][94] (o de desaparicion del sustrato) en
funcidn del tiempo se obtiene la Ilamada curva de avance de la reaccion, o simplemente, la cinética
de la reaccion. A medida que la reaccion transcurre, la velocidad de acumulacion del producto va
disminuyendo porque se va consumiendo el sustrato de la reaccion. Para evitar esta complicacion
se procede a medir la velocidad inicial de la reaccion (v,). La velocidad inicial de la reaccion es
igual a la pendiente de la curva de avance a tiempo cero (Figura 19). De esta forma, la medida de
v, Se realiza antes de que se consuma el 10% del total del sustrato, de forma que pueda
considerarse la concentracion de sustrato [S] como esencialmente constante a lo largo del
experimento. Ademas, en estas condiciones no es necesario considerar la reaccién inversa, ya que
la cantidad de producto formada es tan pequefia que la reaccion inversa apenas ocurre. De esta

forma se simplifican enormemente las ecuaciones de velocidad.
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Figura 19. Velocidad de acumulacién del producto [93].

Para estudiar la cinética enzimatica se mide el efecto de la concentracion inicial de sustrato ([S],)
sobre la velocidad inicial de la reaccion (v,), manteniendo la cantidad de enzima constante. Si
representamos v, frente a [S], obtenemos una grafica como la de la Figura 20. Cuando [S], es
pequefia, la velocidad inicial es directamente proporcional a la concentracion de sustrato, y por
tanto, la reaccion es de primer orden. A altas [S],, la enzima se encuentra saturada por el sustrato,
y la velocidad ya no depende de [S],. En este punto, la reaccion es de orden cero y la velocidad

es maxima (Vy,ax)-

|

Rate of reaction
(velocity)
|

I I ]
Subetrate concantration

Figura 20. Velocidad de reaccion en funcion de la concentracion de sustrato [S] [93].

Para poder estudiar el comportamiento cinético de las enzimas se utiliza el método cinético de
Michaelis-Menten. Como las reacciones catalizadas por enzimas son saturables, la velocidad de
catalisis no muestra un comportamiento lineal en una grafica al aumentar la concentracién de
sustrato. Si la velocidad inicial de la reaccion se mide a una determinada concentracion de sustrato
([S]), la velocidad de la reaccion (v) aumenta linealmente con el aumento de la [S]. Sin embargo,
cuando aumentamos la [S], la enzima se satura de sustrato y alcanza su velocidad maxima (Vmax),

que no sobrepasara en ningun caso, independientemente de la [S].

Siguiendo el modelo de cinética michaeliana para una reaccién de Gnico sustrato, inicialmente,
tiene lugar una reaccion quimica bimolecular entre la enzima E y el sustrato S, forméandose el

complejo enzima-sustrato ES. Aunque el mecanismo enzimatico para una reaccién unimolecular
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k k
E+S—>ES-SE+P, donde P es el producto, puede ser bastante complejo, existe una etapa
enzimatica limitante que permite que el mecanismo sea simplificado como una etapa cinética

Unica cuya constante es Ko.
v = k,[ES] Ecuacién 7

Donde k, también llamado k.,; 0 ndmero de recambio, hace referencia al maximo numero de

reacciones enzimaticas catalizadas por segundo.

A Dbajas concentraciones de sustrato, la enzima permanece en un equilibrio constante entre la
forma libre E y el complejo enzima-sustrato ES. Aumentando la [S] también se aumenta la [ES]
a expensas de la [E], desplazando el equilibrio de la reaccién hacia la derecha. Puesto que la
velocidad de reaccion depende de la [ES], la velocidad es sensible a pequefios cambios en la [S].
Sin embargo, a altas [S], la enzima se satura y solo queda la forma unida al sustrato ES. Bajo estas
condiciones, la velocidad de la reaccion v = k,[E]:.: = Vinsx deja de ser sensible a pequefios
cambios en la [S]. En este caso, la concentracion total de enzima ([E]wt:) es aproximadamente
igual a la concentracién del complejo ES:

[Elior & [E] + [ES] Ecuacion 8

La ecuacion de Michaelis-Menteng describe como la velocidad de la reaccién depende del
equilibrio entre la [S] y la constante k.. Leonor Michaelis y Maud Menten demostraron que
si k, es mucho menor que k; (aproximacién del equilibrio) se puede deducir la siguiente
ecuacion:

— Vinax[S]

Ecuacién 9
K +[S]

Esta famosa ecuacion es la base de la mayoria de las cinéticas enzimaticas de sustrato Gnico[93].

1.4.1.1. Representacién de la ecuacion de Michaelis-Menten

La gréfica que representa v frente a [S] (Figura 20) mostrada anteriormente no es lineal. Aunque
a bajas concentraciones de sustrato se mantenga lineal, se va curvando a medida que aumenta la
concentracion de sustrato. Antes de la llegada de los ordenadores, que permiten
ajustar regresiones no lineales de forma sencilla, podia llegar a ser realmente dificil estimar los
valores de K, y la v, en las gréaficas no lineales. Esto dio lugar a que varios investigadores
concentraran sus esfuerzos en desarrollar linealizaciones de la ecuaciéon de Michaelis-Menten,

dando como resultado la gréafica de Lineweaver-Burke y el diagrama de Eadie-Hofstee.

La grafica de Lineweaver-Burk o representacion de doble reciproco es la forma mas comin de

mostrar los datos cinéticos. Para ello, se toman los valores inversos a ambos lados de la ecuacién
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de Michaelis-Menten. Como se puede apreciar en la Figura 21, el resultado de este tipo de
representacion es una linea recta cuya ecuacion es y = mx + c, siendo el punto de corte entre la
recta y el eje de ordenadas equivalente a 1/V,,.4,, Y €l punto de corte entre la recta y el eje de

abscisas equivalente a —1/K,,.
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Figura 21. Grafica de Lineweaver-Burke [93].

1.4.2. Cinética de reticulacion

Anteriormente se ha explicado en que consiste la cinética de cualquier reaccion. En este apartado
se desarrollara el comportamiento quimico especifico que se produce en la reaccién de
reticulacion que es un sistema heterogéneo por lo que suelen tratarse de reacciones limitadas por

difusién.
1.4.2.1. Difusién

El reticulante es absorbido por las microcapsulas que se van formando, por tanto, se produce un
transporte masico entre los elementos, es decir, la reaccion que se produce esta limitada por
difusion. La difusion corresponde al movimiento microscopico de atomos y moléculas. Esta esta
presente en todos los estados de agregacion de la materia y ocurre debido a un gradiente en el
potencial quimico. La difusion, en ausencia de un campo externo, s un proceso espontaneo, por

lo tanto, siempre ocurre por una reduccion en la energia libre de Gibbs (en direccion al equilibrio).

La ley de Fick es una ley cuantitativa en forma de ecuacién diferencial que describe diversos
casos de difusion de materia o energia en un medio en el que inicialmente no existe equilibrio
quimico o térmico. En situaciones en las que existen gradientes de concentracion de una sustancia,

0 de temperatura, se produce un flujo de particulas o de calor que tiende a homogeneizar la

35



Introduccién general

disolucion y uniformizar la concentracién o la temperatura. El flujo homogeneizador es una
consecuencia estadistica del movimiento random de las particulas que da lugar al segundo
principio de la termodindmica, conocido también como movimiento térmico casual de las
particulas. Asi los procesos fisicos de difusion pueden ser vistos como procesos fisicos o

termodinamicos irreversibles.

La ley de Difusion de Fick toma en cuenta ciertos pardmetros para determinar el nivel de difusion
de una especie dada:

e Magnitud de gradiente

e Superficie de difusion

o Difusividad masica entre A y B, definida para una especie A difundiéndose en una
especie B.
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2. ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

2.1. OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis tienen como punto de partida el estado actual de la investigacion
en el campo de estudio. Conocer la influencia de los diferentes pardmetros involucrados en la

microencapsulacion mediante coacervacion compleja.
Los principales objetivos son:

e Adquirir los conocimientos necesarios acerca de la técnica de microencapsulacion
mediante coacervacion compleja de aromas utilizando como material de pared gelatina y
goma arabiga. Desarrollar a partir de la informacion obtenida un protocolo de

microencapsulacion que servira como inicio del estudio.
e Obtener microcapsulas de aromas con una morfologia tipica (aproximadamente esférica).

e Optimizar las microcapsulas reduciendo el diametro, la distribucion de tamafio y

aumentando la cantidad de aroma encapsulado.

e Determinar la influencia de variables de proceso, tales como el tipo y la concentracién de

emulsionante, y la agitacion.

e Obtener microcapsulas totalmente inocuas sustituyendo el reticulante toxico

(formaldehido o glutaraldehido) por la enzima transglutaminasa.

e Determinar la cinética de reticulacion del proceso de microencapsulacion en funcion del

tipo de agente reticulante.

2.2. ESTRUCTURA EXPERIMENTAL Y JUSTIFICACION

La presente tesis se divide en cuatro partes bien diferenciadas, con el objetivo determinar la
influencia de las diferentes variables de proceso y composicion involucradas en la

microencapsulacion de aromas mediante coacervacion compleja.

2.2.1. Estudio bibliografico de la microencapsulacion mediante coacervacion

compleja

= Objetivo: Adquirir los conocimientos necesarios acerca de la técnica de encapsulacion
mediante coacervacion compleja. Conocimientos que serdn el punto de partida de la

presente tesis.
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Descripcidn: Busqueda bibliografica de articulos y publicaciones relacionadas con la
microencapsulacion de aromas mediante coacervacion compleja utilizando como
material de pared gelatina y goma arabiga. A partir de la informacion obtenida desarrollar

un protocolo de microencapsulacion que sirva como inicio del estudio.

Resultados esperados: Disponer de un protocolo detallado donde queden determinados
los reactivos necesarios, los tiempos de adicion y las condiciones de proceso.

2.2.2. Desarrollo de microcépsulas

Objetivo: Obtener microcdpsulas de aromas con una morfologia tipica
(aproximadamente esférica).

Descripcion: A partir del protocolo de microencapsulacion determinado en la primera
parte de la tesis realizar una produccion de microcapsulas, en funcién del resultado
realizar diferentes ensayos variando los componentes y las condiciones de proceso hasta
obtener microcéapsulas con aceite en su interior y con una morfologia aproximadamente
esférica. Para la caracterizacion de las microcapsulas obtenidas, se analizan mediante
microscopia éptica (MO) y microscopia electrénica de barrido (SEM: scanning electron
microscope), técnicas que permiten evaluar la morfologia de la microcapsula y si en su

interior hay aceite encapsulado.

Resultados esperados: Obtener un protocolo de encapsulacién suficiente para producir

microcapsulas que serviran como referencia para el estudio de esta tesis.

2.2.3. Rol de la concentracién micelar critica (cmc) de los tensioactivos y la agitacion

en el proceso de microencapsulacion

Obijetivo: Optimizar las microcapsulas obtenidas en el capitulo anterior, reduciendo el
diametro, la distribucion de tamafio, y aumentando la cantidad de aroma encapsulado a
partir del estudio de la influencia de los tensioactivos y la agitacion en el sistema de

microencapsulacion.

Descripcidn: La estabilidad y distribucion del tamafio de particula de las emulsiones
depende de las caracteristicas de los tensioactivos. La concentracion de este tensioactivo
en la fase continua determina la capacidad de los diferentes polimeros para dirigirse a la
interfase y formar la pared de la microcépsula. Esta concentracion esta estrechamente
relacionada con la concentracion micelar critica (CMC) de cada tensioactivo determinada
mediante tension superficial. La interaccion entre los grupos funcionales del polimero y

el tensioactivo limitaran las propiedades finales de la pared y la eficiencia de encapsulado.
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Ademas, la agitacion tiene un rol importante en la microemulsién y, por tanto, en la

formacion de la microcapsula.

Se estudia el efecto de tres variables de la emulsion: el tipo de tensioactivo (tres
tensioactivos diferentes: estireno anhidrido maleico (SMA), copolimero de éxido de
etileno y oxido de propileno (Kolliphor®) y dodecil sulfato de sodio (SDS)), el efecto de
la concentracion en la emulsion habiendo determinado previamente su CMC mediante
tension superficial y, por ultimo, la velocidad de agitacion utilizada (300rpm, 600rpm,
900 rpm).

Las muestras obtenidas se analizan mediante TGA para conocer la eficiencia de
microencapsulado y las posibles diferencias estructurales de la pared de la microcépsula,
microscopia Optica y SEM para identificar diferencias morfoldgicas debidas a
interacciones entre la gelatina y la goma con los diferentes tensioactivos o sus
concentraciones y, por supuesto, a la energia introducida al sistema a través de la

agitacion.

Resultados esperados: Optimizar las microcapsulas obtenidas en el apartado anterior de
la tesis, ademas de conocer la influencia de los diferentes parametros y fenémenos que

intervienen en la etapa de emulsion.

2.2.4. Estudio de los mecanismos de reticulacion en la obtencién de microcapsulas

gelatina-goma arabiga

Objetivo: Obtener microcépsulas totalmente inocuas sustituyendo el reticulante téxico
glutaraldehido o formaldehido por la enzima transglutaminasa. Ademas, obtener las

ecuaciones que rigen el proceso de reticulacion en funcién del agente reticulante.

Descripcion: Para el estudio de la cinética de reticulacion en el proceso de
microencapsulacion de fragancias utilizando gelatina y goma arabiga como materiales de
pared, se pretende controlar la evolucion en el tiempo de la concentracion de reticulante
en la fase continua para asi obtener las ecuaciones que permitan realizar este estudio.

El equipo seleccionado para la determinacion de la concentracion de agente reticulante
en la fase acuosa es el espectrofotometro UV-VIS, el cual permite realizar a partir de la
absorbancia, una recta de calibrado con la que obtener la cantidad de agente reticulante a
lo largo del tiempo. Se extraen 6 muestras de cada reactor en diferentes tiempos durante
los primeros 90 minutos y una séptima muestra al dia siguiente, abarcando de esta forma

todo el tiempo de reaccion.
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El estudio de la cinética tiene en cuenta 3 reticulantes diferentes: glutaraldehido,
formaldeido y la enzima transglutaminasa.
Se realizan ensayos para modificar el protocolo de produccién de microcapsulas con el
objetivo de poder utilizar la enzima transglutaminasa como agente reticulatente en el
proceso de microencapsulacion. Se intenta determinar la cinética de reticulacion de las
microcépsulas en funcién del tipo de reticulante y de su concentracion. Para el
seguimiento de la disminucion de la concentracion de reticulante en la fase acuosa se
utiliza un espectrofotometro UV-VIS. Ademas, mediante la técnica de TGA se realiza un
estudio de la cinética de reaccion de esta enzima con la gelatina (material de pared).

= Resultados esperados: Obtener microcapsulas de caracteristicas similares a la obtenidas
con glutaraldehido o formaldehido, pero utilizando para ello reactivos inocuos. Ademas,
se espera determinar las ecuaciones que rigen el proceso de reticulacion para cada uno de

los agentes reticulantes estudiados.

2.3. MATERIALES

La siguiente tabla muestra los diferentes productos quimicos utilizados para la realizacion de la
presente tesis:

Producto Proveedor Tipo o Grado Uso especifico
Gelatina Sigma-Aldrich Tipo A Material de pared
Goma Arabiga Sigma-Aldrich Acacia tree Material de pared
Kolliphor® Sigma-Aldrich Poloxamer 188 Tensioactivo
SDS Panreac - Tensioactivo
SMA Sigma-Aldrich Mw 65000 Tensioactivo
Glutaraldehido Panreac 50% Agente reticulante
Formaldehido Panreac 37% Agente reticulante

. . . Agente para la
Transglutaminasa BDF ingredients TXo reticulacion
Aroma de limon Dallant 18L3 Aceite a encapsular

Tabla 5. Listado de los materiales utilizados en la presente tesis.

2.4.CARACTERIZACION DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACION

El proceso de produccion de microcapsulas mediante coacervacion compleja se ha analizado y
caracterizado mediante diferentes técnicas en funcion del parametro a determinar. A continuacion,

se hace una breve descripcion de las técnicas y su uso especifico en la presente tesis.

2.4.1. Microcopia Optica

La microcopia Optica resulta un método rapido y eficaz para determinar la morfologia de las

microcapsulas. Ademas, debido a las opciones Opticas y de luminosidad que presenta, permite
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determinar si, en el caso de la presente tesis, estas microcapsulas formadas contienen aceite en su

interior.

La facil y rapida preparacion de la muestra a visualizar hace que, en la presente tesis, este equipo
se haya utilizado para determinar el tamafio y la estabilidad relativa de las microgotas formadas
en la microemulsion, su evolucion durante el proceso de encapsulacion y la morfologia final de

las microcépsulas, ademas de poder visualizar si queda aceite libre al final del proceso.

Figura 22. Microscopio 6ptico (OLYMPUS BX43F).

2.4.2 . Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio de barrido de electrones es la mejor técnica, actualmente, para estudiar la

morfologia y la forma de las miscrocéapsulas.

Permite generar imagenes de una superficie, con una alta resolucién y un aspecto tridimensional,
consiguiendo resoluciones de hasta un nandmetro, aspecto que facilita el estudio de la topografia
de la muestra, determinando las caracteristicas de la superficie, el tamafio y la distribucién de las

microcapsulas.

A diferencia del microscopio dptico que utiliza haces de luz, la imagen proporcionada por el SEM
se genera por la interaccion de un haz de electrones que recorre la superficie de la muestra 'y de
detectores que transforman las sefiales en corrientes eléctricas que se utilizan para formar la

imagen mostrada mediante un monitor.

Las muestras se pueden observar en un ambiente de vacio alto, bajo y en SEMS ambientales en
condiciones humedas. Las muestras se tienen que preparar previamente, ya que la mayoria de
SEMS requieren que sean conductoras. Generalmente el recubrimiento se realiza mediante una

capa de metal, en este caso oro.
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Figura 23. Microscopio electrénico de barrido (Phenom Standard) y equipo de recubrimiento (SC7620, Quorum
technologies).

2.4.3. Termogravimetria

El anélisis temogravimetrico (TGA) teniendo como componentes principales una microbalanza 'y
un horno, permite determinar los cambios de peso de una muestra en funcion del tiempo y de la
temperatura. El equipo permite realizar andlisis a temperatura constante (régimen isotérmico) o

con rampas de temperatura (régimen dinamico).

El equipo utilizado es un Mettler Toledo TGA/SDTA851e y ha permito determinar de forma
relativa la eficiencia de encapsulacion, la cinética de reticulacion y la temperatura liberacion del

aroma desde el interior de la microcépsula.

Para ello se realiza un pretratamiento de las muestras secandolas a 50°C durante 4 horas para
eliminar el agua que contienen. El ensayo se lleva a cabo de temperatura ambiente a 800°C con

una rampa de 10°C /min.
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Figura 24. Termogravimetro (TGA/SDTA851e, Mettler Toledo).

Las especificaciones del equipo se resumen en la siguiente Tabla:

TGA
Temperatura maxima 1600°C
Precision +0,25°C
Peso maximo balanza 50
Resolucién balanza +1pg
Material horno Allmina
Refrigeracién Agua

Tabla 6. Especificaciones TGA.

2.4.4. Espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-VIS)

El espectrofotdmetro UV-Vis mide la intensidad de luz que pasa a través de una muestra (1), y la
compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de la muestra (lo). La relacion 1/ lo se
Ilama transmitancia, y se expresa habitualmente como un porcentaje (%T). La absorbancia (A) se

basa en la transmision:

A =—log(%T) Ecuacion 11

El espectrofotometro se ha utilizado de forma cuantitativa para determinar las concentraciones de

formaldehido, glutaraldehido y transglutaminasa en solucién usando la Ley de Beer-Lambert.

En la espectrofotometria se aprovecha la absorcion de radiacion electromagnética en la zona del
ultravioleta y visible del espectro. La muestra absorbe parte de la radiacién incidente en este
espectro y promueve la transicién del analito hacia un estado excitado, transmitiendo un haz de
menor energia radiante. En esta técnica se mide la cantidad de luz absorbida como funcién de la
longitud de onda utilizada. La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas

depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica de cada sustancia quimica.

La espectrofotometria ultravioleta-visible utiliza haces de radiacion del espectro

electromagnético, en el rango UV de 180 a 380 nm, y en el de la luz visible de 380 a 780 nm.

Mediante esta técnica, en la presente tesis, se ha podido determinar la cinética de reticulacién de

las microcépsulas para tres tipos de agentes reticulantes a diferentes concentraciones.
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Figura 25. Espectrofotémetro UV-Visible (Shimadzu, UV-2401 PC).

2.4.5. Tension superficial

La evolucion de la tensidn superficial en funcién de la concentracion de tensioactivo, permite
determinar la concentracion critica micelar de este. En la presente tesis esta tension superficial

seré determinada mediante un equipo Kriiss modelo DSA100.

Figura 26. Analizador de forma de gota (Kriiss, DSA100).

Para la determinacion de la tension superficial se ha utilizado un tensiémetro Optico, la tension
superficial del agua a 25°C y 1 atm es de 72,8 mN/m. Se preparan diversas disoluciones
compuestas por diferentes cantidades del tensioactivo a analizar y agua destilada, y se mide la
tension superficial de cada una mediante el angulo de contacto de la gota con una superficie plana.
A medida que la cantidad de tensioactivo en la disolucion aumenta, el &ngulo de contacto de la
gota a partir del cual el software del equipo determina la tensién superficial ira disminuyendo.

Una vez recopilados los datos de tensidn superficial proporcionados por el software del equipo,
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estos se representan en forma de grafico apreciando dos pendientes cuyo punto de inflexion
determina la CMC.
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3. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO DE LA MICROENCAPSULACION

MEDIANTE COACERVACION COMPLEJA

3.1. INTRODUCCION

Con el objetivo de disefiar un protocolo de fabricacion de microcapsulas con aroma de limén

como material de nucleo, se ha realizado una extensa busqueda bibliogréfica sobre este proceso

de encapsulacion, teniendo en cuenta diferentes autores y diferentes aplicaciones finales.

3.2. REFERENCIAS UTILIZADAS COMO BASE DEL DISENO

En la tabla siguiente se muestra el material revisado para el disefio del protocolo que serd punto

de partida de esta tesis:

Ndcleo

Aceite de

Pared

Reticulante

Eficien.
(%)

Diametro

Aplicacion

Ref

naranja, Proteinade | Glutaraldehido o
) ) 80-90 5-1000 Queso Gouda | [17]
aromade | suero-GA sin reticulante
limén
Aceite y
. . Conservacion
dulce de SPI-GA Sin reticulante 80 8 ) [18]
) de alimentos
naranja
Oleorresina ) ) Ingrediente de
] GE-GA Sin reticulante 49-73 45* ] [19]
de curcuma comida
. , _ [20]
Aceite de Formaldehido o Ingrediente de
GE-GA ) 90 50 ) [21]
Menta transglutaminasa comida
[22]
Isocianato . . .
) GE-GA Acido tanico 84 117 Comida [23]
de alilo
Saborizante GE-GA Sin reticulante NR 67-92 Comida [24]
Triglicérido )
i Comida
de cadena GE-GA Glutaraldehido NR 9-50 [25]
] horneada
media
Control de
Dod | Formaldehido o 16.96 1 | d [26]
odecano - - - agas de
GE-GA | glutaraldehido Pag [27]
insectos
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Control de
Dodecil Proteina de ) )
Sin reticulante 41-86 5* plagas de [28]
acetato suero - GA ]
insectos
Control de
a-Pineno CS-GA Glutaraldehido 52 5 plagas de [29]
insectos
Aceite de
. Control de
semillade | GE-CMC Glutaraldehido 72-97 10*-100 [30]
plagas
Neem
Aceite de
o Repelente de
Zanthoxy- GE-CS Genipina 30-60 3* ) [33]
mosquitos
lum
GE-GA NR 5-10 Tejidos de [34]
Aceite de GE-CS 51 13-18 algoddn [35]
) Glutaraldehido
Pachuli Tratamiento
CS-GA 67 10* o [36]
medico
Aceite de Glutaraldehido o Tejidos
) GE-GA NR 28-76 ] [38]
limén formaldehido funcionales
Aceite de ] Tejidos de
) GE-GA Glutaraldehido NR 25-100 ) [39]
Citronela algodon
Aceite de N
) ) Tejidos de
Artemsia GE-GA Formaldehido NR 10-25 ] [41]
. algodon
argyi
Aceie de . Tejidos de
GE-GA Glutaraldehido NR 1-10 ] [42]
Moxa algodon
Aceite de Glutaraldehido o Liberacion [43]
) GE-GA ) NR 20-60
Vertiver transglutaminasa controlada [44]
Aceite de ] Liberacion
) GE-GA Formaldehido 63-99 90-120 [45]
Ajo controlada
Aceite de GE-GA, )
) Transglutaminasa | 76-81 1-50 NR [46]
Jazmin GE-CMC
Limoneno GE-GA Glutaraldehido 70-86 219-325 NR [47]
Aceite de Tratamiento
GE-GA Glutaraldehido 99 86-295 ) [48]
Alcanfor médico
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*Los valores han sido estimados a partir de las imagenes de SEM presentes en las publicaciones.

NR: Esta informacion no aparece en la publicacion; GE: Gelatina; GA: Goma Arabiga; CMC:

Carboximetilcelulosa; CS: Chitosan; SPI: Proteina de soja aislada.

Tabla 7. Bibliografia analizada para el disefio del protocolo de microencapsulacion que se utilizara como punto de
partida.

3.3. HIPOTESIS DE PARTIDA

Analizando las diferentes metodologias de microencapsulacion descritas en las diferentes
referencias indicadas en la Tabla 7 se seleccionaron los mecanismos que podrian explicar mejor
el fendmeno de la coacervacién compleja y los factores que podrian influir en la correcta
formacion y en la eficiencia de este tipo de microcapsulas. A partir de este analisis se desarrollaron
las siguientes hipdtesis a partir de las cuales elaborar el protocolo de fabricacién de microcapsulas
que servird como punto de partida de este estudio y que se optimizara en el capitulo siguiente de
la presente tesis.

1) Inicialmente en necesario preparar una disolucién de los dos polimeros: gelatina (proteina) y
goma arabiga (polisacarido). Para ello serd necesario aumentar la temperatura del agua por encima
del punto de gelacidn de la gelatina, tener un pH por encima del punto isoeléctrico de la gelatina
para evitar la interacciéon con la goma durante el proceso de disolucién y utilizar concentraciones

de los dos polimeros por debajo de su limite de saturacion.

2) El segundo paso sera reducir el pH de la disolucion de polimeros por debajo del punto
isoeléctrico de la gelatina para esta quede cargada positivamente e interact(ie con la goma formado
coacervados. El caracter anfifilico de la gelatina y la goma podria hacer que al interaccionar
formen micelas combinadas [1.3.4. Mezclas polimero-polimero y polimero-tensioactivo; 1.3.5.
Interacciones proteina-tensioactivo] con centros hidréfobos donde se sentiran atraidas las gotas

de aceite una vez entren en el sistema.

3) La adicién del aceite lentamente hard que este se pueda ir ubicando parcialmente en los

complejos Gelatina-Goma ayudado por la agitacién del sistema.

4) Un descenso controlado de la temperatura del sistema por debajo del punto de gelacion del

polimero, formara la pared de las microcapsulas.

5) Finalmente, un nuevo incremento del pH del sistema hard que la gelatina que no haya
interaccionado con la goma quede cargada positivamente permitiendo la reticulacién mediante

una agente reticulante anionico.
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3.4. DEFINICION DEL PROTOCOLO DE PARTIDA

Teniendo en cuenta y analizando las referencias mostradas en la Tabla 7 se determind el siguiente

protocolo de microencapsulacion:

Se prepara una disolucion de Gelatina (3,5 g) y Goma Arébiga (1,5 g) en 200 ml de agua utilizando
un ULTRATURRAX (IKA) a una agitacion de 10000 rpm durante 10 min y a una temperatura
de 45°C (Disolucion A).

La Disolucién A se vierte en un reactor termostatizado mediante un bafio a una temperatura de
45°C. El contenido del reactor se mantendra agitado mediante un agitador Heildolph equipado

con una pala de tipo hélice a una velocidad de 300 rpm.

A la Disolucién A se le afiade, gota a gota, una disolucion de HCI al 37% hasta alcanzar un pH
de 4,0-4,5.

Una vez alcanzado el pH, se afiaden, gota a gota durante 30 min, 5 g de fragancia manteniendo
una temperatura de 45°C y variando la agitacion a 350 rpm. Se mantiene esta agitacion

proporcionada por el agitador Heildolph durante 15 min mas.

Pasados los 15min se reduce la temperatura en el reactor a 33°C, aumentando la agitacién a 600
rpm. Al alcanzar la temperatura de 33°C, se adicionan 100 ml de agua al reactor y se continta
disminuyendo la temperatura hasta 25°C, temperatura a la que se mantiene el sistema durante 2

horas.

Posteriormente se vuelve a reducir la temperatura hasta alcanzar los 12°C y se mantiene durante
90 min mas a 600 rpm. Una vez finalizado este tiempo el pH se incrementa hasta 9 afiadiendo,
gota a gota, una disolucién de NaOH 0,5 M. Una vez alcanzado este valor de pH, se calienta la

disolucion existente en el reactor hasta 25°C y mantiene durante 18 h a una agitacion de 700 rpm.

Finalmente, el sistema se neutraliza afiadiendo, gota a gota, la disolucién de HCI al 37% hasta

alcanzar un pH de 7,0-7,5.
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4. DESARROLLO DE MICROCAPSULAS

4.1. INTRODUCCION

A partir del protocolo de microencapsulacion determinado en [3. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO
DE LA MICROENCAPSULACION MEDIANTE COACERVACION COMPLEJA] se realizara
una produccién de microcapsulas. El resultado obtenido se optimizara variando los componentes
y las condiciones de proceso hasta obtener microcapsulas con aceite en su interior y con una
morfologia aproximadamente esférica. Partiendo de las referencias indicadas en la Tabla 7 se
seleccionaron las siguientes variables de estudio para determinar su influencia en el proceso de
microencapsulacion y optimizarlo: relacion entre la gelatina y la goma arabiga, tipo de reticulante,
concentracién de componentes, concentracion del reticulante seleccionado y orden de adicion de
los reactivos. Para la caracterizacion de las microcapsulas obtenidas en cada ensayo, estas se
analizaran mediante un microscopio 6ptico (MO) y un microscopio electrénico de barrido (SEM
Scanning Electron Microscope), técnicas que permiten evaluar la morfologia de las microcapsulas

y conocer si en su interior hay aceite contenido.

Se espera obtener un protocolo de encapsulacion suficiente para producir microcapsulas que

serviran como referencia para el estudio de esta tesis.

4.2. ESTUDIO DE LAS DIFERENTES VARIABLES

4.2.1. Influencia de la relacion gelatina:goma arabiga (G:GA)

El primer método para la produccion de microcépsulas [3.4. DEFINICION DEL PROTOCOLO
DE PARTIDA] como se explica en el apartado [3.3. HIPOTESIS DE PARTIDA] se basa en la
idea de que una vez la gelatina y la goma estan en el medio, estas interaccionan formando micelas
hacia donde se sentiran atraidas las gotas de fragancia una vez entren en el sistema. Al protocolo
mencionado, en este primer estudio no se ha afiadido reticulante con lo que después del proceso

de gelacidn se ha procedido a neutralizar la disolucidn sin reticular.
Para ello se proponen 3 ensayos con 3 relaciones:

e Ensayo 1l: G:GA 2,3:1
e Ensayo 2: G:GA 1,75:1
e Ensayo 3: G:GA 11
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4.2.1.1. Disefio de ensayos

Ensayo 1 | 2 3
Gelatina (g) 3,5 3,5 3,5
Goma (g) 15 2,0 3,5
H,O (ml) 350 350 350
Aroma (ml) 5 5 5
Formaldehido (ml) -- -- --
Glutaraldehido (ml) -- -- --

Tabla 8. Disefio de ensayos para el estudio de la relacion G:GA.

4.2.1.2. Resultados

SEM

Tabla 9. Estudio de la relacion Gelatina:Goma mediante MO y SEM.

4.2.1.3. Discusion

Las iméagenes obtenidas mediante SEM y microscopia optica reflejan que con la metodologia
utilizada no se pueden observar microcapsulas al final del proceso. La fragancia queda totalmente
libre, aunque emulsionada una vez finalizada la fabricacion. Esto podria ser por dos factores, el
primero de ellos es que el protocolo de microencapsualcion utilizado no permite formar
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microcapsulas independientemente del ratio G:GA utilizado, ya que en ninguno de los ensayos se
observan microcapsulas. Otro factor que se podria producir es que al aumentar el pH del contenido
del reactor al final del proceso para neutralizarlo, se supera el punto isoeléctrico de la gelatina
quedando ésta cargada de forma negativa, misma carga que presenta la goma y provocando, por
tanto, una repulsion entre los dos polimeros conduciendo a la rotura de la estructura de la
microcapsula quedando el aceite liberado en el sistema. Con el objetivo de evaluar esta segunda
opcion se disefian los ensayos del siguiente apartado.

4.2.2. Influencia del reticulante

La reticulacion final de la estructura G-GA deberia evitar que la fragancia, una vez atrapada, salga
con facilidad de la estructura. Los reticulantes utilizados en este caso seran el formaldehido y el
glutaraldehido, suponiendo que el grado de reticulacion es mayor en el caso del glutaraldehido

puesto que en su estructura posee dos grupos aldehidos, mientras que el formaldehido solo uno.

Para comprobar esta hipotesis se repiten los ensayos del apartado [4.2.1. Influencia de la relacién

gelatina:goma arédbiga (G:GA)] afiadiendo en cada caso la misma cantidad de reticulante.

4.2.2.1. Disefio de ensayos

Gelatina (g) 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Goma (Q) 15 2,0 3,5 15 2,0 3,5
H20 (ml) 350 350 350 350 350 350
Aroma (ml) 5 5 5 5 5 5
Formaldehido (ml) 12 12 12 -- -- --
Glutaraldehido (ml) -- -- -- 12 12 12

Tabla 10. Disefio de ensayos para el estudio de la influencia de reticulante.

4.2.2.2. Resultados

Ensayo

MO

0G0
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SEM

SEM

Tabla 11. Estudio de la influencia del reticulante mediante MO y SEM.

4.2.2.3. Discusion

La incorporacion de reticulante en el sistema permite la microencapsulacion del aroma.
Comparando las imagenes mostradas en la Tabla 11 se puede apreciar que el ensayo 9 presenta
una estrecha distribuciéon de tamafio, el tamafio de particula mas reducido y una morfologia

uniforme y esférica. Este lote es el producido con una relaciéon G:GA de 1:1 utilizando
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glutaraldehido como reticulante, por ello, en el siguiente estudio, influencia de la concentracion

en el medio, se usar esta relacion entre G:GA y glutaraldehido como reticulante.

4.2.3. Influencia de la concentracion en el medio

Una vez determinada la relacion G:GA que optimiza el proceso de encapsulacion y el reticulante,
se pretende encontrar la concentracion maxima de polimero y fragancia en el medio que permita

obtener resultados similares, en cuanto a morfologia, mejorando asi la eficiencia del proceso.

Para ello se producen cuatro lotes teniendo en cuenta que en el apartado [4.2.2 Influencia del
reticulante] se utiliza una concentracion de polimero del 2% ((3,5 g gelatina + 3,5 g goma) / 350
ml agua) y de aroma del 1,4% en agua.

4.2.3.1. Disefio de ensayos

Ensayo 10 1 13 14
Gelatina (g) 16,5 12,0 6,0 10,0
Goma (9) 16,5 | 12,0 6,0 10,0
H20 (ml) 280 280 350 350
Aroma (ml) 27 50 10 20
Formaldehido (ml) -- -- -- --
Glutaraldehido (ml) -- -- 20 25

Tabla 12. Disefio de ensayos para el estudio de la influencia de la concentracién en el medio.

4.2.3.2. Resultados

Ensayo 10 |

SEM -

Tabla 13. Estudio de la influencia de la concentracion en el medio mediante MO y SEM.
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4.2.3.3. Discusion

No se pudieron obtener iméagenes de los ensayos 10 y 11 puesto que los lotes gelificaron durante
el proceso. Para estos ensayos se utilizaron las concentraciones mas altas de polimero en agua
11,8% ((16,5 g gelatina + 16,5 g goma) / 280 ml agua) y 8,6% lo que indica que con el método

de encapsulacion seguido no se pueden utilizar concentraciones tan altas.

Por otro lado, los ensayos 13y 14 con concentraciones de polimero 3,4% y 5,7% respectivamente,
si han permitido la encapsulacion, aunque como se ve en las imagenes de la Tabla 13, no se
forman microcépsulas morfoldgicamente esféricas y bien definidas, sino aglomerados o masas de
polimero que en su interior contienen gotas de aroma. Ademas, algunas gotas de fragancia
aparecen dispersas en el medio.

4.2 4. Influencia de la concentracion de glutaraldehido

El ensayo 14 permitié encontrar la concentraciéon maxima de polimero a la que el sistema no
colapsa y ni gelifica. Con el objetivo de mejorar la eficiencia del proceso en este apartado se

intentara modificar algunos parametros para mejorar la morfologia conseguida.

Para la seleccion de estos parametros se parte de diferentes hipétesis. Se cree que el &cido utilizado
para lograr que la gelatina se encuentre por debajo de su punto isoeléctrico puede tener influencia
en el sistema, por ello, en el ensayo 15 se cambiara el acido clorhidrico por &cido acético

manteniendo el mismo pH.

Por otro lado, en el ensayo 16 se pretende evaluar la cantidad de glutaraldehido utilizada, ya que
este podria provocar que el proceso colapsara formando una especie de gel debido al
entrecruzamiento de las cadenas de polimero de diferentes microcapsulas por estar presente el

glutaraldehido en el sistema a una concentracion muy elevada.

Por Gltimo, en el ensayo 17 se repetira el ensayo 14 para comprobar la reproducibilidad de este.

4.2.4.1. Disefio de ensayos

Ensayo 15 | 16 17
Gelatina (g) 10,0 10,0 10,0
Goma (g) 10,0 10,0 10,0
H,O (ml) 350 350 350
Aroma (ml) 20 20 20
Formaldehido (ml) -- -- --
Glutaraldehido (ml) 25 3 25

Tabla 14. Disefio de ensayos para el estudio de la influencia de la concentracion de glutaraldehido.
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4.2.4.2. Resultados

Ensayo 15 16 17
CN T oS
~T:‘:‘%"£bx et
XA O ﬁ.&“? £
oS dadi
MO -- G --
3 N

SEM -

Tabla 15. Estudio de la influencia de la concentracion de glutaraldehido mediante MO y SEM.

4.2.4.3. Discusion

No se han podido reproducir los resultados obtenidos en el ensayo 14 aun repitiendo las mismas
condiciones de ensayo, lo que indica que la concentracién de polimero utilizada esta justo en el
umbral de méaxima eficiencia del sistema. El aspecto final del ensayo 14 presentaba un medio
fluido mientras que su réplica (ensayo 17) formé un gel. EI cambio de &cido no ha servido para
mejorar el comportamiento del sistema, mientras que la reduccion del reticulante provoca que no
forme un gel. Este resultado demuestra la hipétesis de partida: la capacidad del glutaraldehido
para unir las cadenas de gelatina de diferentes microcapsulas hace que cuando la concentracion
de polimero es alta, este no esté lo suficientemente dispersado como para evitar que se formen
aglomeraciones del mismo, provocando que el sistema forme un gel por la unién de las diferentes

microcépsulas.
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4.2.5. Influencia del orden de adicion de los reactivos

Manteniendo el mismo objetivo que en el apartado anterior, [4.2.4. Influencia de la concentracion
de glutaraldehido], mejorar la eficiencia del proceso de microencapsulacion, y tiendo en cuenta
los resultados no favorables obtenidos en dicho apartado, se llevaran a cabo pruebas cambiando
el orden de adicion de los diferentes componentes que participan en el proceso reduciendo
levemente la concentracion de polimero del ensayo 14 considerada la frontera de colapso del

sistema bien por el exceso de polimero o bien por la concentracion de reticulante en el sistema.

En el ensayo 14 (punto de partida de este apartado) se supuso que el mecanismo de formacion de
la microcépsula se basaba en formar inicialmente una micela de polimero G-GA por la que el
aroma se sentiria atraido al entrar en el sistema, introduciéndose en esta para que posteriormente
el polimero reticule con la adicién del glutaraldehido, en unas determinadas condiciones de pH y
temperatura. Como alterativa a este posible mecanismo, se disefia el ensayo 24 en el cual
inicialmente se disuelve la gelatina y posteriormente se afiade la fragancia y se emulsiona
comprobando la capacidad del medio formado por agua y gelatina para mantener el aroma
emulsionado. Una vez creada la emulsién, la disolucion de GA se afiade al sistema para que

interactle con la gelatina presente en el medio.

En el ensayo 25 se mantiene el orden de adicion utilizado en el ensayo 14, pero se reduce
levemente la concentracion de polimero en el sistema para ver su influencia y asi poder comparar

con el resto de resultados de este apartado.

Por Gltimo, con el ensayo 27 se intenta mejorar los resultados obtenidos en el ensayo 24 afiadiendo

glutaraldehido para reticular la estructura obtenida.

4.2.5.1. Disefio de ensayos

Ensayo 24 25 27
Gelatina (g) 9,0 9,0 7,5
Goma (g) 9,0 9,0 7,5
H20 (ml) 350 350 300
Aroma (ml) 30 30 30
Formaldehido (ml) -- -- --

Glutaraldehido (ml) -- -- 1

Tabla 16. Disefio de ensayos para el estudio de la influencia del orden de adicién.
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4.2.5.2. Resultados

Ensayo 24 | 25 27

MO

SEM

Tabla 17. Estudio de la influencia del orden de adicion mediante MO y SEM.

4.2.5.3. Discusion

Los resultados del ensayo 24 mostrados en la Tabla 17 demuestran que el nuevo orden de adicion
de los reactivos favorece la formacion de microcapsulas, ya que las producidas en este ensayo
presentan una morfologia esférica y sin apenas aglomeraciones en comparacion con el ensayo 25
que sigue la metodologia con la que se inicio este estudio. El hecho de que la formacion del
polimero G-GA se produzca una vez el aroma emulsionado se encuentra en el medio, favorece
que esta formacion se sitle en la interfase aceite-agua y que el polimero se reparta de forma méas
equitativa sobre esta minimizando la formacion de aglomeraciones. Esto coincide con el
mecanismo descrito en apartado [1.2. COACERVACION COMPLEJA] y referenciado en [14],
[15] donde posteriormente a la formacion de la emulsion de la fragancia se procede a la reduccién
del pH por debajo del punto isoeléctrico de la gelatina, formando entonces los coacervados de
G:GA.
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4.2.6. Seleccion del método de microencapsulacion 6ptimo

Finalmente, una vez analizados los resultados obtenidos en el apartado [4.2.5. Influencia del

orden de adicién de los reactivos] se seleccion6 el método de ensayo seguido en el ensayo 24

reduciendo ligeramente la concentracion de polimero y de fragancia en el sistema, con el objetivo

de mantener la morfologia esférica y eliminar las aglomeraciones.

Ensayo 29

Reactivos: H;O, gelatina tipo A, GA, disolucion de HCI 37%, disolucion de glutaraldehido al

50%.

Etapas:
1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

Disolucion 1. Peso de reactivos:
i. Mgelatina=40
il. Vhao =100 ml
iii. Theo=50°C
iv. Se afiaden 10 g de fragancia a esta solucion.
Disolucion 2. Peso de reactivos:
i. Meca=4g
il. Vhao =100 ml
iii. Thoo=25°C
Agitacion de la mezcla a 900 rpm hasta la disolucion visible de reactivos (por
separado).
Adicidn de la disolucidn al reactor con una temperatura de bafio de 50°C, 600 rpm
(Agitador de pala).
Ajuste de pH con HCI hasta 3,92.
Pasados 90min, disminucion hasta T= 5°C.
Ajuste con NaOH hasta pH = 8.
Adicion de 1g de glutaraldehido gota a gota.
Agitacion a 600 rpm, T=20°C, t=12 h.

4.2.6.1. Disefio de ensayos

Ensayo 29

Gelatina (g) 4,0
Goma () 4,0
H20 (ml) 200
Aroma (ml) 10
Formaldehido (ml) --
Glutaraldehido (ml) 1

Tabla 18. Descripcion del método éptimo.
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4.2.6.2. Resultados

Ensayo %
YO o
2 Q o‘# !
Arle(‘, QQQ (“()n
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Tabla 19. Resultados de MO y SEM para el método 6ptimo.

4.2.6.3. Discusion

Tanto la microscopia 6ptica como el SEM demuestran que el método y las concentraciones

utilizadas optimizan la formacién microcapsulas en referencia a su morfologia.
4.3. CONCLUSION

Los ensayos llevados a cabo en este capitulo han permitido conocer las limitaciones del proceso
de microencapsulacion mediante coacervacion compleja utilizando como material de pared
gelatina y goma arébiga. En primer lugar, se ha demostrado que existe una limitacion importante
en cuanto a la concentracion de polimero en el sistema. La gran capacidad de la gelatina para
absorber agua en su estructura hace que a concentraciones elevadas se forme un gel, a

temperaturas por debajo de 35°C, cuando se reduce su solubilidad.

Por otro lado, se ha demostrado que el orden de adicion de los diferentes componentes del proceso

tiene una influencia importante en la morfologia final de las microcapsulas. La emulsion previa
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del aceite a encapsular mediante el uso de gelatina como emulsionante para la posterior adicion
de la goma arabiga favorece la obtencion de microcapsulas reduciendo las aglomeraciones. La
proporcion entre gelatina y goma que permite obtener los mejores resultados a nivel morfolégico
es larelacion 1:1y, por ultimo, la adicion del reticulante en bajas concentraciones permite obtener
microcapsulas mejor definidas, sin aglomeraciones. EI orden de adicion, la relaciéon entre
polimeros y las cantidades reducidas de reticulante son similares a las utilizadas por autores como
Izabela Dutra Alvim y Carlos Raimundo Ferreira Grosso [95] o A. Lamprecht, U.F. Schéfer, C.-
M. Lehr [96].

Con la conclusién de este capitulo se establece que el protocolo de ensayo 29 sera la base de
estudio para el resto de los capitulos de esta tesis.
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5. ROL DE LA CONCENTRACION MICELAR CRITICA (CMC) DE
LOS TENSIOACTIVOS EN EL PROCESO DE
MICROENCAPSULACION

5.1. INTRODUCCION

La estabilidad y la distribucion del tamafio de particula de las emulsiones dependen de las
caracteristicas de los tensioactivos. La concentracion de este tensioactivo en la fase continua
determina la capacidad de los diferentes polimeros para dirigirse a la interfase y formar la pared
de la microcdpsula. Esta concentracion estd estrechamente relacionada con la concentracion
micelar critica (CMC) de cada tensioactivo y esta puede ser determinada por medio de la tension
superficial. La interaccion entre los grupos funcionales del polimero y el tensioactivo limitara las
propiedades pared final y la eficiencia de la microencapsulacion. Ademas, la agitacion tiene un
rol importante en la microemulsion y, por tanto, en la formacion de la microcapsula. Con el
objetivo de demostrar la influencia de los tensioactivos y la agitacion en el proceso de
microencapsulacion, tres tensioactivos diferentes (SMA, Kolliphor® and SDS) y tres agitaciones

diferentes (300 rpm, 600 rpm, 900 rpm) han sido estudiadas y evaluadas.

5.2. DESCRIPCION DE LOS TENSIOACTIVOS ESTUDIADOS

Los tensioactivos son especies quimicas con una naturaleza o estructura polar-no polar dentro de
la misma molécula, con tendencia a situarse en la interfase hidrofila e hidrofébica formando una
capa monomolecular que cambia el valor de la tension superficial. Esta localizacion impide el
movimiento de moléculas desde la superficie hasta el interior del liquido en busca de un estado

de menor energia, disminuyendo el fenémeno de tension superficial.

Las propiedades generales y el comportamiento de los tensioactivos se deben al caracter dual de
sus moléculas (grupo hidrofilo y lipéfilo); el antagonismo entre estas dos secciones de su
estructura y el equilibrio entre ellas es lo que le da al compuesto sus propiedades superficiales
activas. El grupo hidrofilo ejerce un efecto solubilizante y tiende a conducir a la molécula a
completar la disolucion. El grupo hidr6fobo, por otro lado, debido a su insolubilidad tiende a
contrarrestar esta tendencia. Si se logra el equilibrio adecuado entre los dos grupos, la sustancia
no se disuelve por completo, ni permanece sin disolverse totalmente, concentrandose en la interfaz
las moléculas orientadas de tal forma que los grupos hidréfilos estan orientados hacia la fase

acuosa, mientras que los hidréfobos lo estan hacia la fase no acuosa o de vapor.

La clasificacién de los tensioactivos se basa en el poder de disociacion de éstos en presencia de

un electrolito y de sus propiedades fisicoquimicas:
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I6nico

Tienen una gran afinidad por el agua, motivados por su atraccion electrostatica a los dipolos de
agua pueden arrastrar con ellos a las soluciones de cadenas de hidrocarburos. El grupo hidrofilico
contiene un grupo anfifilico catiénico o anidnico. La eleccion del contraidn es importante porque
afectara a las propiedades fisicoquimicas, en el caso de los cationicos suelen ser haluros o

metilsulfatos y en el caso de los metales alcalinos aniénicos.
Entre los que se ionizan en el agua se encuentran:

- Anionico: en solucién se ionizan, pero considerando el comportamiento de sus grupos

en solucion, el grupo hidréfobo queda cargado negativamente.

- Catidnico: en solucién forman iones, quedando cargado positivamente el grupo

hidréfobo de la molécula.

- Anfoteros: actan segun el medio en el que se encuentran, en un medio basico son
anionicos y en un medio acido son catiénicos. El grupo hidréfilo combina una parte cationica y
una anionica al mismo tiempo. La ionizacion en medios acuosos en estos casos puede ser

dependiente del pH o no.
No ionico

Son ionizables y solubilizados por un efecto combinado de varios grupos solubles (hidrofilos)
tales como enlaces de tipo éter o grupos hidroxilo.

Ademas de los tipos de tensioactivos mencionados, también existen los tensioactivos poliméricos,
gue consisten en bloques hidrofilos e hidr6fobos copolimerizados. Por otro lado, las cadenas de
hidrocarburos pueden ser reemplazadas por otros grupos hidréfobos tales como cadenas de

silicona o cadenas floradas.

Los tensioactivos en solucion, particularmente en medio acuoso, a una determinada concentracion
y temperatura, debido a su estructura anfifilica, tienen la habilidad de autoagragarse
espontaneamente formando micelas o cristales liquidos, quedando adsorbidos en las interfases,
reduciendo la tension superficial, ya que modifican las interacciones moleculares interfaciales.
Debido a las propiedades mencionadas, las aplicaciones de los tensioactivos son muy variadas ya
gue pueden actuar como emulsionantes, dispersantes, detergentes, humectantes, agentes
espumantes o solubilizantes, y pueden ser usados en campos tan variados como el farmacéutico,

cosmético, alimentacion u otros.

Para conocer la afinidad relativa de los tensioactivos no idnicos a las fases acuosas y oleosas, el
parametro empirico llamado balance hidrofilo lipéfilo (HLB) fue establecido. Este valor es una

relacion cuantitativa entre la parte hidrofila e hidrofébica de una molécula de tensioactivo sin
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tener en cuenta el resto de componentes del sistema. Para tensioactivos no idnicos, y en general

etoxilados (con grupos de 6xido de etileno) la formula generalmente usada es:

H

HLB = (H+L)

20 Ecuacion 12

Donde H y L representan la masa molecular de los grupos hidrofilos y lipofilos de la molécula

respectivamente. Su valor estd comprendido entre 0 y 20.

Para valores bajos de HLB se considera que el tensioactivo es soluble en la fase oleosa, mientras
que para valores altos se considera soluble en agua. A través del valor de HLB de un tensioactivo
determinado, sus posibles usos pueden ser establecidos. Debido a su alta utilidad para predecir el
comportamiento de los tensioactivos, el concepto de HLB ha sido extendido a otros tensioactivos

tales como ionicos y anfoteros siendo este calculado mediante la siguiente ecuacion:
HLB =7+ )" H; —nx0.475 Ecuacion 13

Donde m es el nimero de grupos hidrdéfilos en la molécula, H; es el valor de los i grupos hidroéfilos

y n es el nimero de grupos lipéfilos en la molécula.

Tensioactivos usados

Los tres tensioactivos usados para el estudio son: SDS, Kolliphor® y SMA.
1. Kolliphor® (Poloxamero 188)

Los poloxameros son copolimeros tribloque no idnicos compuestos de una cadena central

hidrofébica de polioxipropileno y dos cadenas laterales de hidréfilas de polioxietileno.

Este poloxamero es un tensioactivo que utiliza el impedimento estérico como mecanismo para
lograr formar emulsiones. Para lograr este impedimento estérico es necesario que la cadena tenga

grades radicales, para que retengan las micelas entre ellos, en este caso hay Unicamente un radical

CH;
0 O
H O OH
X y z

Figura 27. Kolliphor® estructura [97].

metilo.
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2. SMA

Es un polimero sintético formado por monomeros de estireno y anhidrido maleico. Los
mondmeros estan ordenados casi perfectamente, resultando en un copolimero alternado, aunque

una copilimerizacioén aleatoria puede ocurrir con menos del 50% de anhidrido maleico.

Figura 28. Estructura del SMA [98].

Es un tensioactivo no idnico, por tanto, actuara mediante impedimento estérico.

3.SDS

El dodecilsulfato sodico (SDS o NaDS) es un tensioactivo anionico usado en varios productos de
cuidado personal, tales como, champu y geles de bafio. La molécula tiene una cadena de 12
atomos de carbono unidos a un grupo sulfato, dotando a la molécula del caracter anfifilico

requerido para todos los detergentes.

0
CHy(CHz)10CHz0-S—ONa
o

Figura 29. Estructura del SDS [99].
4. Goma arabiga

La goma arabiga es un agente emulsificante muy efectivo. Debido a su funcién de protectora de

coloides es ampliamente usada en la preparacion de emulsiones aceite en agua en alimentacion.

Esta goma con las propiedades conferidas por su carga negativa debida a presencia del grupo -
COOH en su estructura, produce emulsiones estables con la mayoria de aceites en un amplio
rango de pH y en la presencia de electrolitos, sin la necesidad de un agente estabilizante

secundario.

Este hetero-polisacérido forma un film visible en la interfase del aceite, pero el mecanismo de
emulsificacion no esté ain clarificado. Se cree que esta goma, como agente formador de pelicula,

previene la coalescencia de las gotas de aceite permitiendo un alto grado de dispersion [100].
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oH O 0OH
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|
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Figura 30. Goma arabiga [101], en la que " Gal " es D-Galactopiranosa, " GIuA " es B-D-4cido glucurénicoy "R " es
uno de los siguientes radicales: L-Ara- (1-; oc -D-Gal) 1-3) -L-Ara; 0 p-L-Arap (1-3) -L-Araf (1-3).

Tensioactivo HLB Mw Caracter quimico
Goma Arabiga 8 250000 Anidnico
Kolliphor® 29 9500 No idnico
SMA 16 180000 No idnico
SDS 40 288 Aniodnico

Tabla 20. Caracteristicas de cada tensioactivo.

5.3. METODOLOGIA DE ENCAPSULACION

Se prepara una disolucion de gelatina (2-6%) con un agitador Heildolph usando una hélice y
agitando a 300-900 rpm durante 2 horas a 45°C. (Disolucién A).

Diferentes concentraciones de tensioactivos fueron preparados usando 100 ml de agua

desionizada y agitando a 300-900 rpm, usando el mismo sistema de agitacion. (Disolucion B).

A cada disolucion B se le afiade, gota a gota, aceite esencial de limén manteniendo la misma

velocidad de agitacion. (Disolucion C).

Una vez las disoluciones A y C son completamente homogéneas, se mezclan manteniendo el

sistema de agitacion.

Una tercera disolucidn (Disolucion D) se prepara mezclando goma arébiga (2-6 g) en 100 ml de
agua desionizada en un reactor IKA LR-2.ST de 2 L. Esta disolucion se calienta hasta 45°C vy,
entonces, cantidades adecuadas de A y B se afiaden al sistema mientras se mantiene la velocidad
de agitacion a 300-900 rpm vy, finalmente, se ajusta el pH a 3-5. Después de un periodo de entre

60 y 120 min la temperatura se reduce drasticamente por debajo de 12°C.
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Después de mantener el sistema en las condiciones mencionadas durante 45-75 min, el pH se
modifica nuevamente para incrementar el entrecuzamiento y se afiade el agente reticulante. El

slurry final se mantiene durante 12 horas en condiciones de baja agitacion.
5.4. RESULTADOS

5.4.1. Tension superficial

Numerosos estudios [102][103] han demostrado que, como minimo, la concentracion micelar
critica debe ser alcanzada para mantener un aceite en emulsion. A partir de esta concentracion,
las cadenas de tensioactivo se ordenan formando micelas cuya concentracion crecera hasta un
valor maximo manteniendo la tension superficial del medio donde esta disuelto. Representando
la curva formada por la tension superficial (SF) frente a la concentracién de tensioactivo, el valor

de la CMC se determina justo en el punto de inflexion de la curva.

A continuacion, se muestra la determinacion de la CMC para cada uno de los tres tensioactivos
utilizados en este estudio. La Figura 31 Kolliphor® (Poloxamero (poli (etilenglicol)-bloque-
poli(propilenglicol)-bloque-poli(etilenglicol))), la  Figura 32 SMA  (copolimero
(estireno/anhidrido maleico)), la Figura 33 muestra una ampliacion de la concentraciones iniciales

del SMA vy la Figura 34 SDS (Dodecil sulfato de sodio).

Kolliphor

TS (dyn/cm)
a1 (&)} (e} (o) ~ ~
o (6} o (6} o a1

N
ol

N
o

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
[Tensioactivo (g/ml)]

Figura 31. Determinacion de la CMC del Kolliphor®.
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SMA 3000H

4;(J'I

TS (dyn/cm)
al [6)} (o2} (o2 ~
o [$;] o ol o
.

N
o

N
o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
[Tensioactivo (g/ml)]

Figura 32. Determinacion de la CMC del copolimero SMA.

SMA 3000H (bajas concentraciones)

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
[Tensioactivo (g/ml)]

Figura 33. Posible CMC detectada a concentraciones reducidas de SMA 3000H.
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SDS
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Figura 34. Determinacion de la CMC del SDS.

Mientras en la Figura 31y la Figura 34 la CMC estéa claramente identificada, no ocurre lo mismo
en la Figura 32 donde la curva muestra dos puntos de inflexion. En el primer punto de inflexion,
el cambio de pendiente no es tan significativo como en el segundo punto, sin embargo, ambos son

tenidos en cuenta como CMC hasta que el valor real de la CMC sea determinado mediante otros

analisis.

Tensioactivo (g/ml) (mM) Lit. (mM) Ref
Kolliphor 0,005 0,52 0,48 [104]
SMA 0,200 // 0,013 1,11//0,08 -- --

SDS 0,002 8,13 8,0-8,4 [105][106][107]

Tabla 21.Valores de la CMC determinados experimentalmente mediante tension superficial.

5.4.2. Microscopia éptica

Una vez determinada la CMC de cada tensioactivo, la metodologia de microencapsulacion
indicada en el apartado 3.3 “Metodologia de encapsulacion” fue llevada a cabo usando
concentraciones alrededor de la CMC de cada tensioactivo y diferentes velocidades de agitacion.
Todas las concentraciones, velocidades de agitacion y resultados obtenidos se muestran en la

siguiente tabla:
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. . Concentracion
Tensioactivo

Velocidad de agitacion

(g/ml)
sin 0,000

tensioactivo
0,004

Kolliphor®
0,012
0,020
SMA 0,050
0,220
0,001

SDS

0,003

Tabla 22. Efecto de la concentracion de tensioactivo y de la agitacion.

La Tabla 22 muestra como el tamafio de las microcdpsulas se ve claramente influenciado por la

velocidad de agitacion. Ademas, el tipo y la concentracion de tensioactivo afectan a la formacion

de la microcédpsula y a la distribucion y el tamafio de las mismas.

Como se puede observar en las imagenes de la Tabla 22- a,b,c, en el caso en el que no se afiade

tensioactivo en el sistema, es posible formar microcapsulas. La goma arabica presente, debido a

su estructura, se sitda en la interfase aceite-agua; ademas, su carga negativa en todo el rango de

pH hace que esta interactle con la gelatina cuando el pH esta por debajo de su punto isoeléctrico

[45], formando la pared de la microcapsula. Por otro lado, a pesar de que la goma tiene ciertas
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propiedades como emulsionante, no es posible reducir el tamafio ni la distribucion de las
microcépsulas aumentando la agitacion debido a la formacion de espuma que interfiere en el
proceso de emulsion reduciendo su estabilidad. Por esta razon se determind que para lograr
microcépsulas con una distribucién de tamafio estrecha y un didmetro adecuado se requeria el uso

de otros tensioactivos.

El Kolliphor® P188 también conocido como ‘“Polaxamer P188” y “Plunoic F68” es un
copolimero con una masa molecular de polioxipropileno de 8400 g/mol y un contenido de
polioxietileno del 80% (x, z = 80; y = 27). Esta clasificado como agente estabilizante con un HLB
= 29, debido a su alto contenido en polioxietileno. Este poloxdmero es un tensioactivo altamente
polar y a concentraciones por encima de su CMC, las cadenas hidrofébicas forman un nicleo de

micelas protegidas del medio acuoso por los grupos hidrofilicos [108].

Este estabilizante muestra termosensibilidad inversa, por tanto, es soluble en soluciones acuosas
a bajas temperaturas, pero gelifica a altas temperaturas; ademas, P188 tiene su punto de fusion
alrededor de 55°C.

A pesar de ser conocido como un buen estabilizante, en todos los test que se llevaron a cabo
cambiando la velocidad de agitacién y su concentracion, no fue posible producir microcépsulas,
ya que, en todos los casos, el complejo gelatina-goma arabiga interactu6 fuera de la interfase
aceite-agua debido al efecto del poloxamero. La termosensibilidad inversa del Kolliphor® (a
pesar de que el proceso se lleva a cabo 10°C por debajo de su punto de fusion), hace que el
polimero gelifique en la interfase arrastrando consigo a la gelatina y la goma arabiga debido a su

alto peso molecular y a la clara orientacion de la parte polar de su estructura hacia la fase acuosa.

A partir de la tension superficial SMA presentd dos posibles valores de CMC [90]. Intentado
determinar la concentracion de este tensioactivo a partir de la cual permite producir
microcapsulas, se probaron tres concentraciones diferentes: dos ligeramente superiores a las dos

CMC indicadas en la Tabla 21 y una por debajo de las dos.

Dos de las tres concentraciones escogidas estaban alrededor de 0,2 g/ml, pero en ambos casos, no
se formaron microcapsulas (Tabla 22- m,n,0,p,q,r) lo que podria significar una de las siguientes
cosas: 0 bien una de ellas no es un buen tensioactivo para el sistema estudiado y o bien la
concentracion de tensioactivo es demasiado elevada. Normalmente, altas concentraciones estan
relacionadas con una reduccion del tamafio de particula[109]. Sin embargo, en este caso, se debe
tener en cuenta que la superficie hidrdfila de las micelas de SMA esta compuesta por los grupos
carboxilos del acido maleico, los cuales otorgan una carga negativa a las micelas, pudiendo
producir una gran repulsion entre ellas, ya que estan muy juntas entre si en la fase acuosa. Este
hecho podria ser suficiente para desestabilizar las micelas [110]. Ademas, el SMA tiene un HLB

alrededor de 16 [111] lo que indica su predominante caracter hidrofobo, una vez la micela se
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desestabiliza, cuando la gelatina cargada positivamente aparece en el sistema, el tensioactivo se
siente muy atraido y deja la micela. El resultado es que el SMA, la gelatina y la goma arabiga
interactlan unos con otros fuera de la interfase aceite-agua produciendo aglomeraciones de

polimero y aceite libre (Tabla 22-m,n,o0,p,q,r).

La otra posible CMC se sitla alrededor de 0,05 g/ml (Tabla 21). Esta concentracién es
significativamente inferior a la otra estudiada (0,20 g/ml). Ademas de la repulsién creada por la
parte polar de la estructura, el gran tamafio de los grupos estireno evita que haya coalescencia del
aceite por impedimento estérico. Como se puede ver en la Tabla 22- I, es necesaria una agitacion
de 900 rpm para obtener microcapsulas dispersadas en el medio. Probablemente, para
contrarrestar la atraccion existente entre la gelatina y el SMA, la cual impide que la gelatina se
distribuya uniformemente en la interfase aceite-agua. Ademas, la goma arabiga a esta velocidad
tiene en la interfase junto al SMA. De esta manera, aungue la distribucion del tamafio de particula
no es muy estrecha, la gelatina puede interactuar con lagomay el SMA creando un espesor similar

en toda la microcapsula.

Cuando el dodecil sulfato de sodio es usado como tensioactivo (HLB~=40) muestra claramente un
caracter hidr6fobo. Gracias a su carga negativa en disolucion y solo para concentraciones por
encima de la CMC (como puede verse en Tabla 22- u,v,w), este compuesto organico sintético

tiene la capacidad de mantener el aceite en agua en microemulsion [112].

Cuando el aceite es afiadido a la disolucién de SDS en agua, las cadenas hidrocarbonadas de

tensioactivo se orientan hacia el interior de la gota cargando su superficie negativamente [113].

Cuando la solucion de gelatina es afiadida manteniendo el pH por encima del punto isoeléctrico,
esta no se siente atraida por el SDS por estar cargada también negativamente. Posteriormente se
afiade la goma arabiga en las micelas situandose en la interfase aceite-agua junto al SDS y creando
una superficie cargada negativamente por la que la gelatina se sentiré atraida cuando esté cargada

positivamente después de bajar el pH por debajo de su punto isoeléctrico [84].
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5.4.3. SE

<

Tensioactivo

Concentracion

Velocidad de agitacion

tensiiglctivo 0,00
Kolliphor® 88(1)5
0,02
SMA 0,05
0,22
0,001

°bS 0,00225

Tabla 23. Morfologia de las microcapsulas formadas.

La Microscopia Electronica de Barrido (Scanning electron microscope, SEM) permitié obtener

informacién de la morfologia de las microcapsulas. Muchas veces, es complejo identificar

mediante microscopia optica si alrededor de las gotas de aceite emulsionadas hay una pared

formada o no. Ademas de disipar estas dudas, la tecnologia SEM proporciona informacion acerca

de las propiedades mecanicas, tales como la rigidez, de la pared de la microcapsula. La Tabla 23

muestra las imagenes de los lotes producidos. Como se podia ver mediante microscopia optica,

solo pueden producirse microcapsulas cuando la concentracion de tensioactivo presente en la fase

acuosa es superior a la CMC. En los lotes en los que fue usado Kolliphor como tensioactivo, no

se formaron microcépsulas. Por otro lado, en el caso del SMA si se consiguieron formar

microcapsulas pero Unicamente a velocidades de agitacion altas (900 rpm) (Tabla 23- d),
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ratificando que la CMC de este polimero se sitla ligeramente por debajo de 0,02 g/ml. Por ultimo,
tanto las capsulas formadas con SDS (Tabla 23- f,g,h) y sin tensioactivo (Tabla 23-a,b,c) permiten
obtener microcapsulas con diferentes caracteristicas dependiendo de la velocidad de agitacion.

En general, todas las imagenes de microcapsulas formadas demuestran que la pared de estas es
elastica, ya que después de dejarlas secar unas encima de otras durante la preparacion de la
muestra para el analisis de SEM, estas se van acoplando unas a otras modificando su forma sin
dejar huecos entre ellas. Este comportamiento general, no se observa en el caso en el que el SMA
se us6 a muy altas concentraciones (Tabla 23- e). Probablemente, la cantidad de SMA modifica
las propiedades tipicas de una pared formada por gelatina-goma ardbiga, asemejandolas a las del
copolimero SMA y presentando més rigidez. Sin embargo, se aprecian grandes cantidades de

polimero fuera de la pared de las microcapsulas debido al exceso de este en el sistema.

5.4.4. Distribucién del tamario de particula

Con los resultados obtenidos mediante microscopia éptica y SEM, se demuestra que la
distribucion del tamafio de particula esta fuertemente influenciada por el tipo de tensioactivo y la

velocidad de agitacién.

Influencia del tensioactivo

25 +

20 -
8 15 1
(&)
g mSDS
o = Without
L 10

SMA
5
0

3456 7 8 9 1011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Diametro (pum)

Grafico 1. Distribucion del tamafio de particulas debida a la influencia del tensioactivo a 900 rpm.

La influencia del SDS y el SMA como tensioactivos y su ausencia se evalud. El sistema sin
tensioactivo presenta una amplia distribucion de tamafio, mientras que con el uso de estos se

consigue estrechar esta distribucion. EI SDS es el tensioactivo que permite obtener una
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distribucion de tamafio mas estrecha y un diametro mas pequefio. El Grafico 1 demuestra que el
proceso de microencapsulacion llevado a cabo en este estudio mediante coacervacion compleja
de gelatina-goma aréabiga requiere de un tensioactivo como el SDS para obtener microcapsulas

con pocas diferencias en tamafio dentro del mismo lote.

SDS

25

20
8 15
(&)
& = 300rpm
3
e =600rpm
L 10 - P

900rpm
5 4
0 4

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 34
Diadmetro (um)

Gréfico 2. Distribucién del tamafio de particula debida a la influencia de la velocidad de agitacién con SDS

El Grafico 2 muestra la influencia de la velocidad de agitacion en el diametro y en la distribucion
del tamafio de particula para lotes de microcapsulas producidos a una misma concentracion de
SDS. Un incremento en la velocidad de agitacion causa una reduccion en didmetro de particula

ademas de un estrechamiento en la distribucion de este.

5.4.5. Andlisis termogravimétrico (TGA/DTGA)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por medio de SEM, Unicamente dos de los tres
tensioactivos permiten producir microcapsulas con la metodologia de encapsulacién estudiada.
La

Figura 35 muestra la curva de TGA de las microcapsulas producidas con SDS como tensioactivo
usando 3 velocidades de agitacion diferentes y comparandolas con la curva producida por el

complejo gelatina-goma arabiga reticulado sin fragancia y sin tensioactivo.
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Microcdpsulas  Tensioactivo | Velocidad Pérdida  Eficiencia Pico de
agitaciéon  de peso temperatura
18,7 mg 2,25 g/l SDS 300 rpm 7,76 mg 37,5% 286,11°C
15,0 mg 2,25 g/l SDS 600 rpm 3,97 mg 23,4% 283,22°C
12,6 mg 2,25 g/l SDS 900 rpm 2,39 mg 15,9% 282,11°C
11,7 mg Without 300 rpm 0,36 mg - --

Tabla 24. Influencia de la agitacion en la eficiencia de encapsulado.
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Figura 35. Influencia de la agitacion en la eficiencia de encapsulado.
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A partir de los 240°C se observa que hay una gran pérdida de peso. Este punto, como puede verse
en la curva sin aceite, es la temperatura a la cual el polimero empieza a degradarse, por tanto,
teniendo en cuenta que el punto de ebullicién del aceite esta alrededor de 80°C, éste se evaporara
inmediatamente. Debido a que el polimero es el mismo en todos los casos, una gran pérdida de
peso o una pendiente mayor en esta caida de peso implicara que la cantidad de aceite encapsulado
es mayor y por tanto, también lo serd la eficiencia [99].

Aproximadamente a 280°C se produce un nuevo cambio de pendiente con la misma inclinacion

gue la obtenida en la curva del polimero analizado individualmente (linea verde en la
Figura 35).

Como puede observarse en la Tabla 24 bajas velocidades de agitacion favorecen la eficiencia de
la encapsulacion. Fue demostrado por medio de microscopia Optica Tabla 22 que el diametro de
microcapsulas es mas grande y con una variacion mayor cuando se utilizan velocidades de
agitacion menores, lo que significa que el area superficial de aceite en la emulsion se reduce en
estas condiciones, y por tanto, la cantidad polimero por unidad de superficie es mayor. Este hecho
podria ser la razon por la cual este tipo de microcapsulas son capaces de retener mejor el aceite

en su interior hasta que se produce la degradacion del polimero y no antes.

La Figura 36 muestra las curvas de TGA que tienen una mayor pérdida de peso entre los 240°C y

280%C, para cada uno de los tensioactivos estudiados.

Microcapsulas  Tensioactivo Velocidad Pérdidade  Eficiencia Pico de
agitacion peso temperatura
18,7 mg 2,25 g/l SDS 300 rpm 7,59 mg 37,5% 286,11°C
15,0 mg 2,25 g/l SDS 600 rpm 3,55 mg 20,6% 283,22°C
17,7 mg Without 300 rpm 8,86 mg 47,0% 267,94°C
18,5 mg 20 g/l SMA 900 rpm 7,88 mg 39,5% 263,19°C
11,7 mg Without 300 rpm 0,36 mg -- --

Tabla 25. Influencia de la agitacion y el tensioactivo en la eficiencia de encapsulado
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Figura 36. Influencia de la agitacion y el tensioactivo en la eficiencia de encapsulado.
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Como se puede observar en la Figura 36, las curvas de TGA tienen un comportamiento similar
independientemente del tipo de tensioactivo. La temperatura a partir de la cual la pared de la
microcépsula se empieza a degradar es similar aunque, por otro lado, la cantidad de aceite
microencapsulado es diferente dependiendo del tensioactivo. Las mayores eficiencias fueron
obtenidas usando goma arabiga (material de pared) como Unico tensioactivo. Eficiencias similares
se obtuvieron usando SMA 'y SDS sin embargo, la pendiente de cada una de las curvas indica que
la estructura de la pared obtenida usando SMA como tensioactivo es mas uniforme y ordenada,

ya que la pendiente de pérdida de peso es mayor.
5.5. CONCLUSION

Se ha demostrado la importancia de alcanzar concentraciones de tensioactivo por encima de su
CMC para obtener microemulsiones estables. Dependiendo del tipo de tensioactivo, su HLB y su
estructura, la gelatina y la goma arabiga (material de la pared de las microcapsulas) se dirigiran a
la interfase aceite-agua para formar la microcapsula influyendo también en sus caracteristicas
finales. La distribucion de tamafio de particula (particle size distribution, PSD) de las
microcapsulas también depende del tipo de tensioactivo, sin embargo, el principal factor que
influye en esta distribucion es la agitacion. Estrechamientos en la PSD y tamafios pequefios de
microcapsulas no estan alineados con una mayor eficiencia, lo que demuestra que la agitacion

tiene una gran influencia en la microemulsién y la formacion de paredes.
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CAPITULO 6:

Estudio de los mecanismos de reticulacion en la obtencidon de
microcapsulas de gelatina-goma arabiga

107



Estudio de los mecanismos de reticulacién en la obtencion de microcapsulas

108



Estudio de los mecanismos de reticulacion en la obtencion de microcapsulas

6. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE RETICULACION EN LA
OBTENCION DE MICROCAPSULAS DE GELATINA-GOMA
ARABIGA

6.1. INTRODUCCION

Para el estudio de la cinética de reticulacion en el proceso de microencapsulacion de fragancias
utilizando gelatina y goma arabiga como materiales de pared, se pretende controlar la evolucién
en el tiempo de la concentracion de reticulante en la fase continua para asi obtener las ecuaciones

que permitan realizar este estudio.

El equipo utilizado para la determinacion de la concentracion de reticulante en la fase acuosa sera
el espectrofotometro UV-VIS, el cual permite realizar a partir de la absorbancia del reticulante de
cada muestra, una recta de calibrado con la que obtener la cantidad de reticulante a lo largo del
tiempo. Se extraeran 6 muestras del reactor en diferentes tiempos durante los primeros 90 minutos
y una septima muestra al dia siguiente, abarcando de esta forma todo el tiempo de reaccion.

Se llevara a cabo el estudio de la cinética para tres reticulantes diferentes que serén los siguientes:
glutaraldehido, formaldehido y la enzima transglutaminasa. Para un analisis mas completo se
realizaran ensayos a diferentes concentraciones de reticulante, obteniendo asi 5 reactores por cada

uno de los reticulantes.
6.2. PROCESO DE RETICULACION

6.2.1. Agentes reticulantes usados

En el presente capitulo se realizan microcapsulas de gelatina-goma arabiga utilizando tres agentes
reticulantes diferentes para poder realizar el estudio de la cinética de reaccién de cada uno de
ellos. Como ya se ha mencionado anteriormente, existen unos parametros con los que escoger el
mas adecuado para el proceso, aunque la mejor manera de saber cual es mas efectivo es el método
empirico. En este caso se escogieron tres reticulantes que ya habian sido probados para este tipo
de microcépsulas y ya se conocia que actuaban bien como agentes reticulantes en estas

condiciones.
6.2.1.1. Glutaraldehido

Entre los muchos agentes de reticulacién de proteinas disponibles, el glutaraldehido se puede
aplicar en muchos campos de la quimica y ha tenido un gran éxito debido a su alta disponibilidad

comercial y su bajo coste, ademas de su alta reactividad. El glutaraldehido es un compuesto
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quimico de la familia de los aldehidos, liquido, oleaginoso generalmente incoloro o ligeramente
amarillento y de olor acre. Es un compuesto estable sin riesgo de polimerizacion y es soluble en
todas las proporciones en agua y alcohol, asi como en disolventes orgéanicos. Reacciona
rapidamente con grupos amino y es mas eficiente que otros aldehidos en la generacion térmica y
quimica de reticulaciones estables.

CH CH CH
J,,.-"" 2 - -~
o” H"‘CHE ~CH, g

Figura 37. Estructura quimica del Glutaraldehido.

El glutaraldehido es una cadena de hidrocarburos larga y flexible con dos grupos aldehidos, que
permiten una reticulacion mas eficiente. En las soluciones acuosas esta presente en forma de
mondmeros y polimeros con un tamafio variable. Los grupos reactivos del glutaraldehido
reaccionan con los grupos amino libres que tienen las proteinas [114], y de esta manera se crean
los enlaces reticulados intra e inter-moleculares. La estructura y composicion de las paredes de
coacervado complejo afectan en gran medida a las propiedades de liberacion del encapsulado. Por
lo tanto, un conocimiento detallado de las estructuras exactas de los enlaces cruzados, asi como
del nimero y tipo de enlaces cruzados presentes es crucial para controlar las propiedades de
liberacion de los coacervados. Para que el glutaraldehido actle de manera eficaz el pH tiene que

tener un valor aproximado de 9.
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Figura 38. Actuacion del glutaraldehido con las proteinas [115].

La mayor desventaja del glutaraldehido es que, aunque menos que el formaldehido, se trata de un

producto toxico.
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6.2.1.2. Formaldehido

El formaldehido o metanal es un compuesto quimico, méas especificamente un aldehido (el méas
simple de ellos) altamente volatil y muy inflamable, de formula H.C=0. Este reticulante ha sido
el que mas se ha utilizado y estudiado durante décadas debido a que hace que el entrecruzamiento
de proteinas se realice de manera sencilla y tenga una gran eficacia gracias a las reacciones de
condensacion que actGan sobre los grupos reactivos de aminoécidos de cadena lateral. Los
estudios indican que la manera mas frecuente de reticulacion formada por el formaldehido en el
colageno se produce mediante el atomo de nitrogeno al final de la cadena lateral de la lisina y el
atomo de nitrégeno de un enlace peptidico. El grupo aldehido puede reaccionar con nitrégeno y
algunos otros atomos de proteinas formando un puente de metileno (-CH.-) entre dos atomos
reactivos de las proteinas que estén muy proximos entre si, consiguiendo asi la reticulacion.
También puede reaccionar con otras moléculas (hidratos de carbono, lipidos, acidos nucleicos)
que al reaccionar quedan atrapadas en una matriz de proteinas reticuladas. Para que el

formaldehido actle de manera eficaz el pH tiene que estar entre 8 y 9.

Formaldehido
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Figura 39. Reacciones del formaldehido con proteinas[93].

La principal problemética de utilizar formaldehido como reticulante es que es un producto muy
téxico al combinarse con atomos ionizados negativamente libres en el ambiente bajo condiciones
normales de presion y temperatura. Esté catalogado como probable cancerigeno en seres humanos

en situaciones de exposicion extraordinariamente alta o prolongada.
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6.2.1.3. Transglutaminasa

La transglutaminasa (referida en este estudio como TG) es una transferasa que tiene el nombre
sistematico de proteina-glutamina y glutamiltransferasa. La transglutaminasa cataliza la
polimerizacién y la union cruzada o el entrecruzamiento de proteinas. Esta enzima cataliza la
reaccion de trasferencia entre los grupos y-carboxiamida de residuos de glutamina en proteinas,
péptidos y en varias aminas primarias. Cuando un grupo g-amino de lisina actla como receptor
de grupos acil, resulta en una polimerizacién y un entrecruzado molecular de las proteinas via
formacion de enlaces e-(y glutamil) lisina. Esto ocurre a través del intercambio de los grupos &-
amino de los residuos de lisina por amonio en el grupo carboxiamida del residuo de la glutamina
en la molécula de proteinas. En la ausencia de aminas primarias, el agua puede tomar el papel del
aceptor de grupos acil, resultando en la desaminacion de los grupos y-carboxiamida de residuos
de glutamina para formar &cido glutdmico. Los enlaces covalentes formados por la
translgutaminasa son estables a los cambios de la temperatura. Para que la transglutaminasa actle
de manera eficaz el pH tiene que ser de 6 aproximadamente [116]. Una de las grandes ventajas
de este reticulante respecto al gluataraldehido y al formaldehido es que al ser una enzima de origen

animal no es toxica y es completamente inofensiva para la salud.

Los principales efectos de la transglutaminasa en las proteinas son los siguientes:
e Facilita viscosidad y estabilidad en la emulsién.
e Favorece la capacidad de formacion de gel.

e Aporta resistencia fisica y estabilidad térmica.
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Figura 40. Actuacion de la TG [117].

6.2.2. Cinética de reticulacion

Anteriormente se ha explicado en que consiste la cinética de cualquier reaccién. En este apartado
se desarrollara el comportamiento quimico especifico que se produce en la reaccion de

reticulacion.
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6.2.2.1. Método de calculo utilizado

Para la finalidad de este proyecto el enfoque experimental mas obvio para la determinacion de la
difusividad en la reaccion estudiada es medir directamente la velocidad de absorcion del
reticulante, ya que sélo aquellas moléculas de reticulante que se observan en la microestructura
formada podrén reaccionar. Para ello se ha fundamentado el estudio en la siguiente premisa: para
una particula esférica sometida a un cambio en la concentracion en la superficie externa en el
tiempo cero, la aproximacion al equilibrio, en condiciones de control de la difusién, viene dada
por:

-n?m?Dt
R2

My 6 v 1
Mw_l_ﬁznzlﬁe)(p(

) Ecuacién 14

Donde,

M= Concentracién de la especie reticulante a lo largo del tiempo (la que queda en el bafio)

M., = Concentracion de la especie reticulante que queda en el medio cuando el sistema ha
alcanzado el equilibrio entre absorcion and desorcion

La ecuacion 14 presenta dos posibles simplificaciones dependiendo del rango de tiempos que se

consideren.

Se pueden diferenciar dos ecuaciones distintas para los tiempos cortos y los tiempos largos.

- Tiempos cortos:

My _6 |Dt

Mw RA T Ecuacion 15

- Tiempos largos:

m?-Dt

R2

—=1—gexp(—

) Ecuacién 16
Moo

7.3. PROCESO EXPERIMENTAL

6.3.1. Agente reticulante: Glutaraldehido

1. Se prepara la disolucion 1: En un vaso de precipitados de 100 ml se afiaden 4 g de gelatina
y 50 ml de agua destilada. Se lleva a un agitador magnético, se introduce la mosca en el
vaso de precipitados y se pone a agitar a 600 rpm y a una temperatura de 50°C.

2. Se prepara la disolucion 2: En un vaso de precipitados de 50 ml se afiade la cantidad que
corresponde a cada tensioactivo y 50 ml de agua destilada. Se lleva a un agitador
magnético y se pone a agitar a una velocidad de 600 rpm. Cuando la mezcla sea
homogénea se introducen 10 ml de fragancia en el vaso de precipitados y se deja agitar

hasta que la mezcla sea uniforme.
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3. Cuando ladisolucidon 1 esté a 50°C y la disolucion 2 sea homogénea, se vierte el contenido
de la disolucion 2 en la 1y se agita a 600 rpm.

4. Se prepara la disolucion 3, en un vaso de precipitados de 100 ml se afiaden 4 g de goma
arébiga y 100 ml de agua destilada. Se Ileva a un agitador magnético y se agita a 900 rpm
y a una temperatura de 50°C.

5. Cuando ambas disoluciones sean homogéneas y estén a 50°C, se vierte el contenido de
ambas en el reactor, del cual previamente se ha debido calentar el bafio hasta 50°C, y se
agita a la velocidad deseada (300, 600 o0 900 rpm).

6. Tras unos 2 minutos de agitacién en el reactor se procede a regular el pH hasta un valor
de 4. Para realizar este paso se utiliza un pH-metro y HCI 37%.

7. Transcurridos 90 minutos se debe apagar el bafio y disminuir la temperatura hasta 8°C.

8. Cuando haya pasado 1 hora desde la disminucién de temperatura se debe regular el pH
hasta un valor de 9. Para realizar este paso se utiliza un pH-metro y NaOH.

9. Después de regular el pH se afiade la concentracion deseada de una disolucion de
glutaraldehido al 50%.

10. Al afadir el glutaraldehido se deja de 3 a 5 minutos agitando y se saca la primera muestra.
Inmediatamente se lee su absorbancia con el ultravioleta.

11. Durante la primera hora y media, cada 20 minutos se saca una muestra y se lee la
absorbancia.

12. Finalmente se deja el reactor en agitacion durante toda la noche y al dia siguiente se saca

la Gltima muestra, de la cual también se lee su absorbancia.

6.3.2. Agente reticulante: Formaldehido

Se procede practicamente igual que en el protocolo anterior. La Unica diferencia reside en el valor

del segundo pH en el paso 8:

8. Cuando haya pasado 1 hora desde la disminucion de temperatura se debera regular el pH
hasta un valor entre 8-9. Para realizar este paso se utiliza NaOH para la regulacion del
pH.

6.3.3. Agente reticulante: Transglutaminasa

Se procede précticamente igual que en el protocolo anterior. La Unica diferencia reside en el valor

del segundo pH en el paso 8:

8. Cuando haya pasado 1 hora desde la disminucion de temperatura se debera regular el pH
hasta un valor de aproximadamente 6. Para realizar este paso se utiliza un pH-métro y

NaOH para la regulacion del pH.
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6.4. CALCULOS Y RESULTADOS

6.4.1. Rectas de calibrado

Inicialmente se determinaran las rectas de calibrado que permitiran relacionar la absorbancia real
con la concentracion de reticulante en el tiempo. Para la construccion de las rectas de calibrado
se preparan disoluciones con diferentes concentraciones de reticulante y se mide la absorbancia
mediante el ultravioleta. Se ha construido una recta de calibrado para cada una de las
concentraciones estudiadas. Asi pues se puede construir un grafico donde Y es la absorbancia y
X la concentracion. De esta manera se obtiene la ecuacion de recta que relaciona concentracion
de reticulante y absorbancia para las diferentes concentraciones que se estudian.

Para saber la absorbancia que tienen las disoluciones de los reticulantes que serviran para hacer

las rectas de calibrado se ha utilizado un espectrofotometro UV-VIS.

6.4.1.1. Agente reticulante: Glutaraldehido

Recta de Calibrado

1,2 Glutaraldehido
g ! C (g/1) Abs
S 08

5 g6 0 0,015
20, y = 2,576x + 0,007

204 R2 = 0,939 0.1 0,225

< 05 0,2 0,570

0 03 0,771

0 01 0,2 0,3 0,4 05 0,4 1,030

C (a/l)

Figura 41. Recta de calibrado para la reticulacién con glutaraldehido.
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6.4.1.2. Agente reticulante: Transglutaminasa
Recta de Calibrado
1
*
0,8
0,6

Absorbacia

y =2,271x + 0,0314

0,4 Rz =0,9791
0,2
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
C (g/l)
Figura 42. Recta de calibrado para la reticulacion con transglutaminasa.
6.4.1.3. Agente reticulante: Formaldehido
Recta de Calibrado
1
0,8
.S
<
506 y = 2,201x + 0,0036
§ 0.4 R2?=0,9985
<
0,2
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
C (g/l)

Figura 43. Recta de calibrado para la reticulacion con 15 g de transglutaminasa.

6.4.2. Tamafo de las micrécapsulas

Transglutaminasa

C (gl Abs
0 0,021
0,1 0,252
0,2 0,473
0,3 0,799
0,4 0,883

Formaldehido

C (g/l) Abs
0 0,011
0,1 0,224
0,2 0,438
0,3 0,645
0,4 0,901

Para poder realizar el estudio de la cinética de reticulacion es necesario saber el tamafio que tienen

las microcapsulas formadas. Para ello se ha utilizado un programa, Ilamado Imagej, que permite

medir la distancia entre dos puntos segln la escala que se quiera. Para cada ensayo se ha medido

el diametro de 100 microcapsulas de las imagenes obtenidas mediante el microscopio dptico y

después se ha calculado el radio medio (Rm).

Los resultados obtenidos son los siguientes:
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GLUTARALDEHIDO TRANSGLUTAMINASA FORMALDEHIDO

Rm (um) Rm (pum) Rm (pm)
1 gramo 11,29 11,85 10,71
4 gramos 11,46 10,64 13,05
7 gramos 10,94 11,55 10,95
10 gramos 12,59 19,12 13,20
15 gramos 11,50 12,44 9,17

Tabla 26. Tabla resumen de los diametros y radios medios de los lotes reticulados a diferentes concentraciones de
glutaraldehido y formaldehido.

6.4.3. Cinética de reticulacién

6.4.3.1. Glutaraldehido

6.4.3.1.1. Reactor con 1 gramo de glutaraldehido en 200 ml de agua

Como ya se ha comentado anteriormente el objetivo de este apartado de la tesis es estudiar la
cinética de reaccién del reticulante en el proceso de formacion de microcapsulas. Para ello se
necesita conocer la concentracion en el tiempo del reticulante que va reaccionando, asi pues, se
fueron cogiendo muestras del reactor cada cierto tiempo. En los estudios realizados se fijo el
tiempo de reaccién de las microcapsulas en hora y media, por este motivo durante esa primera
hora y media de reaccién las muestras se sacaron en intervalos de 20 minutos. Finalmente se saco

una Gltima muestra a la que se denomina muestra en tiempo infinito, extraida al dia siguiente.

Una vez obtenida la absorbancia real de cada muestra y teniendo las rectas de calibrado para cada
rango de concentracion, se puede pasar de absorbancia real a concentracion de una manera

sencilla.
Recta de calibrado : y = 2,576 x + 0,007
13,760 = (2,6135 * x) + 0,007 = 4,691 g/l

Ya se pueden calcular las diferentes concentraciones en el tiempo de reticulante. Los resultados

de este reactor se muestran en la siguiente tabla:
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t (min) Dilucion ‘ Factor Abs exp Abs real C glut (g/)
3 len18 18 0,764 13,760 4,691
23 len 16 16 0,626 10,020 3,260
43 len10 10 0,699 6,988 2,099
63 len10 10 0,691 6,912 2,070
83 len3 3 0,808 2,426 0,354

103 len3 3 0,752 2,257 0,289
1000 len?2 2 0,778 1,557 0,021

Tabla 27. Absorbancia obtenida durante la reticulacion con 1 g de glutaraldehido

Sabiendo la concentracién de reticulante que hay en el bafio, y al multiplicarla por los mililitros
de agua se obtiene la masa de reticulante que queda en el bafio. Para saber qué cantidad de
reticulante ha sido transferida a las microcapsulas (Mt) s6lo se tiene que restar la masa de este

que gueda en el bafio (Mglut) a la masa de reticulante que se ha afiadido inicialmente (Mo).

t (min) M glut bafio (g) | Mt= Mo-Mglut
3 0,986 0,014
23 0,777 0,223
43 0,542 0,458
63 0,536 0,464
83 0,188 0,812
103 0,175 0,825
1000 0,120 0,880

Tabla 28. Masa de glutaraldehido presente en el bafio y en las microcapsulas durante la reticulacién con 1 g de

glutaraldehido.

M glut en las microcapsulas
1
L 2
0.8 *»
g 0,6
S 04
0,2 -
0 T T . T T )
0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (min)

Figura 44. Evolucién de la masa de glutaraldehido en las microcapsulas durante la reticulacion con 1 g de
glutaraldehido.
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Como ya se ha comentado en el apartado donde se trataba de manera teérica la difusividad, para
una particula esférica isotérmica sometida a un cambio en la concentracion del sorbato en la
superficie externa en el tiempo cero, la aproximacion al equilibrio, en condiciones de control de

la difusion, viene dada por la siguiente ecuacion:

Mi; =1- %2;‘1‘;1%@@ (_nZRZZDt) Ecuacion 17
Para tiempos cortos, se puede utilizar la formula simplificada:
- Tiempos cortos:
M _ 8. |Bt Ecuacion 18

Mo R T

. e M -, - L
Si se construye una grafica donde se represente M—t en funcion de +/t se obtiene una grafica
(2]

creciente de forma logaritmica. Esto se debe a que la ecuacion tiene la forma de recta, por tanto,

se ha despejado t de los otros factores, obteniendo % como Y y por otra parte v/t como X.

t (min) \Y (7Y t"™1/2
3 0,016 1,732
23 0,253 4,796
43 0,520 6,557
63 0,527 7,937
83 0,923 9,110
103 0,938 10,149
1000 1,000 31,623

Tabla 29. Calculo de # y V/t durante la reticulacién con 1 g de glutaraldehido.
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Mt/Minfinito

1,2

T 4

0,8

tMinfi

0,6
L R 4

=

0,2

™12

Figura 45. Evolucion de n":—‘ en funcion de +/t durante la reticulacion con 1 g de glutaraldehido.

Se considera la primera parte de la reaccion que tiene forma de recta, en este caso, los seis
primeros puntos de la gréfica anterior. Si se representan estos puntos se puede obtener una
ecuacion para la recta que se busca. En este caso la ecuacion es la siguiente:

y =0,1016-x—0,1798

Tiempos cortos
0,6
0,5 L 2
0,4
3
203
s 2
0.2 y =0,1016x - 0,1798
0,1 R? = 0,965
0 : / . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7
t"1/2

Figura 46. Representacion de l’:—‘ en funcién de +/t durante la reticulacion con 1 g de glutaraldehido para tiempos
cortos

La ecuacion de la recta representada anteriormente equivale a la ecuacion de los tiempos cortos

(Ecuacion 18), asi pues, se puede hallar la pendiente de esta, que corresponde al factor:

M _ 6, /2. iy
Mo =% - \/E Ecuacion 19
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Recordando la ecuacion de la recta anterior se puede substituir el valor de la pendiente y asi hallar
el coeficiente de difusion. Para realizar este célculo se necesita saber el radio medio de las
microcépsulas tratadas, que se consigue mediante el programa ImageJ. En este caso el radio medio
de las micrdcapsulas producidas ha sido:

R (pm)
11,29
Con todos estos datos se puede proceder a la realizacion del calculo del coefeciente de difusién.

y =0,1016 - x

s b > 0,1016 = 2. /2
m=--: —_ R s
R T

M
Donde m = =+,
M

0

El método de calculo es el mismo para los demas reactores de glutaraldehido.

6.4.3.1.2. Resultados obtenidos utilizando glutaraldehido como reticulante

GLUTARALDEHIDO

Glutaraldehido (g) m R (um) D (m?/min)
1 0,1016 11,29 3,003-107
4 0,1086 11,46 3,258-10°7
7 0,0967 10,94 2,770-107
10 0,0942 12,59 3,105-10°7
15 0,1486 11,50 4,474-107

Tabla 30. Calculo del coeficiente de difusion para todas las reticulaciones llevadas a cabo con glutaraldehido

6.4.3.2. Transglutaminasa

El procedimiento en el caso de usar la transglutaminasa como reticulante es también igual al

explicado anteriormente con el glutaraldehido.
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6.4.3.2.1. Reactor con 1 gramo de transglutaminasa en 200ml de agua

t (min) Dilucion Factor Abs exp Abs real Ctg (g/l)

1 len18 18 0,624 11,232 4,932
21 lenl4 14 0,661 9,257 4,062
41 lenl4 14 0,622 8,707 3,820
61 lenl4 14 0,568 7,948 3,486
81 len10 10 0,461 4,611 2,017
101 len10 10 0,410 4,095 1,789

1000 len10 10 0,583 5,831 2,554

Tabla 31. Absorbancia obtenida durante la reticulacion con 1 g de transglutaminasa

Para saber qué cantidad de reticulante ha sido transferida a las microcépsulas (Mt) solo se tiene
que restar la masa de este que queda en el bafio (Mglut) a la masa de reticulante que se ha afiadido
inicialmente (Mo).

t (min) M tg bafio (g) Mt= Mo-Mtg

1 0,986 0,014
21 0,812 0,188
41 0,764 0,236
61 0,697 0,303
81 0,403 0,597
101 0,358 0,642

1000 0,511 0,489

Tabla 32. Masa de transglutaminasa presente en el bafio y en las microcapsulas durante la reticulacién con 1 g de

transglutaminasa.

M tg en las microcapsulas

0,8

06—
C .
% 0,4
S <

02 ¥

0% . . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (min)

Figura 47. Evolucién de la masa transglutaminasa en las microcapsulas durante la reticulacion con 1 g de

transglutaminasa
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t (min) % [70\% ¢ ™ 1/2 ()
1 0,021 1,000
21 0,292 4,583
41 0,367 6,403
61 0,472 7,810
81 0,929 9,000
101 1,000 10,050
1000 0,762 31,623

Tabla 33. Célculo de 2+ y v/t durante la reticulacion con 1 g de transglutaminasa.
Moo

Mt/Moo

1,200

1,000

0,800

0,600

Mt/Mwo

0,400
L 4

0,200

0,000

0,000 5,000

10,

000
t"1/2

15,000 20,000 25,000 30,000 35,000

Figura 48. Evolucion de % en funcion de +/t durante la reticulacion con 1 g de transglutaminasa.

Tiempos cortos

0,5
0,4
S 02
y = 0,0657x - 0,0356
0,1 R2=0,9834
0 / T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
t”1/2

: - M
Figura 49. Representacion de M—t
)

transglutaminasa para tiempos cortos.

en funcién de

Vt durante la reticulaciéon con 1 g de
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R (um)

Con todos estos datos se puede proceder a la realizacion del calculo del coeficiente de difusion.

vy =0,0657 - x

6 b > 00657=2=- /2
m=—-—- |— R T
R T

6.4.3.2.2. Resultados obtenidos utilizando transglutaminasa como reticulante

TRANSGLUTAMINASA

Transglutaminasa (g) m R (um) D (m?min)
1 0,0657 11,85 2,038:107
4 0,0767 10,64 2,126-107
7 0,0710 11,55 2,147-107
10 0,0461 19,12 2,307-107
15 0,0448 12,44 1,459-107

Tabla 34. Calculo del coeficiente de difusion para todas las reticulaciones llevadas a cabo con transglutaminasa.

6.4.3.3. Formaldehido

El procedimiento en el caso de usar el formaldehido como reticulante es también igual al

explicado anteriormente con el glutaraldehido y transglutaminasa.

6.4.3.3.1. Reactor con 1 gramo de formaldehido en 200 ml de agua

t (min) Dilucion Factor Abs exp Abs real Ctg (g/l)
3 len20 20 0,469 9,375 4,258
23 len20 20 0,351 7,015 3,186
43 len14 14 0,450 6,303 2,862
63 len10 10 0,549 5,490 2,493
83 len4 4 0,660 2,64 1,198

103 len4 4 0,505 2,02 0,916
1000 len?2 2 0,385 0,769 0,348

Tabla 35. Absorbancia obtenida durante la reticulacion con 1 g de formaldehido.

Para saber qué cantidad de reticulante ha sido transferida a las microcapsulas (Mt) solo se
tiene que restar la masa de este que queda en el bafio (Mglut) a la masa de reticulante que se

ha afnadido inicialmente (Mo).
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t(min) | Mtg(g) bafio  Mt= Mo-Mtg

3 0,852 0,148
23 0,637 0,363
43 0,572 0,428
63 0,499 0,501
83 0,240 0,760

103 0,183 0,817
1000 0,070 0,930

Tabla 36. Masa de formaldehido presente en el bafio y en las microcapsulas durante la reticulaciéon con 1 g de
formaldehido.

M tg en las microcapsulas

0 200 400 600 800 1000 1200
Tiempo (min)

Figura 50. Evolucién de la masa de formaldehido en las microcapsulas durante la reticulacion con 1 g de formaldehido.

t (min) Mt/Moo ™ 1/2 ()

1 0,160 1,732
21 0,390 4,796
41 0,460 6,557
61 0,539 7,937
81 0,817 9,110

101 0,878 10,149
1000 1,000 31,623

Tabla 37. Célculo de % y 4/t durante la reticulacion con 1 g de formaldehido.
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Mt/Moo

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Mt/Mowo

o

t™1/2

Figura 51. Evolucion de % en funcion de +/t durante la reticulacion con 1 g de formaldehido.

Tiempos cortos

0,5
0,4
8 0,3

2 y = 0,0636x + 0,0588

0,1

O T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7

t"1/2

Figura 52. Representacion de % en funcion de +/t durante la reticulacion con 1 g de formaldehido para tiempos

cortos.

El radio medio de las microcépsulas tratadas se consigue mediante el programa ImageJ. En este

caso el radio medio de las micrécapsulas obtenidos ha sido:

=

Con todos estos datos se puede proceder a la realizacion del calculo del coeficiente de difusion:

y =0,0636 - x

6 \F 90,0636=£-\/§
m=-—- |— R T
R T
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6.4.3.3.2. Resultados obtenidos utilizando formaldehido como reticulante

FORMALDEHIDO

Formaldehido (g) m R (um) D (m?min)
1 0,0636 10,71 1,973-107
4 0,0783 13,05 2,182-107
7 0,1287 10,95 3,891:107
10 0,0569 13,20 2,848:1077
15 0,0651 9,07 8,370-10®

Tabla 38. Calculo del coeficiente de difusion para todas las reticulaciones llevadas a cabo con formaldehido.

6.4.4. Morfologia de las microcapsulas obtenidas

Para comprobar que las microcapsulas se formaron correctamente, se observaron muestras de
cada uno de los reactores en un microscopio optico. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion.
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Tabla 39. Morfologia de las microcapsulas reticuladas mediante el uso de formaldehido, glutaraldehido y
transglutaminasa

Como puede verse en la Tabla 39 con el uso de cualquiera de los tres agentes reticulantes se
obtienen microcapsulas de morfologia esférica sin la presencia de aglomeraciones. En los casos
en que las microcapsulas han sido reticuladas con formaldehido y glutaraldehido, estas presentan
una distribucién de tamafio similar y estrecha a partir de 7 g. En el caso de la transglutaminasa la

distribucion de tamafio es mucho mayor para todas las cantidades utilizadas.

6.5.DISCUSION DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES

6.5.1. Concentracion vy cinética de reticulacion

6.5.1.1. Glutaraldehido

Observando los resultados obtenidos se puede concluir que, en todos los casos estudiados, la
concentracion del agente reticulante en el medio va disminuyendo con el tiempo y que el Gltimo
valor en el infinito, que corresponderia al tiempo en el cual la reaccion ya ha finalizado, es el

valor mas bajo de concentracion excepto en el caso de la transglutaminasa.

El glutaraldehido debe ir disminuyendo su concentracion con el tiempo ya que va reaccionando
con la pared de las microcéapsulas formando parte de esta, y esto se cumple en todos los casos ya

gue la concentracién en el medio cada vez es menor.

. L g M -
Si se representa en un grafico los valores de M—t en funcion de +/t de las muestras que

<)

correspondientes a los primeros 45 minutos de la reaccion, se obtiene una ecuacion de la recta de
la cual se pude analizar la velocidad de consumo del reticulante mediante la pendiente. Los

resultados obtenidos son los siguientes:

1 gramo 4 gramos
0,6 0,7
y =0,1016x - 0,1798 06 ¥ =0.1086x-0.1563
05 R2=0,965 3 05 R2=0,9911 >
2 o4 s 04
203 ="
S * =03 s
02 s
’ 02
0,1 / 0,1 ./
0 “ T T \ 0 . . . .
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
"1/2 t"1/2
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7 gramos 10 gramos
06 06
y =0,0967x-0,1139 y =0,0942x - 0,1184
05 R=0,9939 05 R2 = 0,0966 /
g 04 / g 04
203 203 e
= 0,2 = 02
01
01 r g
0 . . 0 ; . .
0 2 4 2 4 6
™12 12
15 gramos . .
08 Cantidad Pendiente
’ 1 gramo 0,1016
06 |_y=0,1486x-0,2479
g R2=0,9971 4 gramos 0,1086
E 0.4 7 gramos 0,0967
0,2 10 gramos 0,0942
0 / . 15gramos | 0,1486
0 2 4
™12

Figura 53. Evolucion de 1;"—‘ en funcion de +/t durante la reticulacion mediante el agente reticulante glutaraldehido.

Con el glutaraldehido como reticulante se observa que el consumo del reticulante a tiempos cortos
se mantiene casi constante para las cantidades (1, 4, 7, 10 gramos) estudiadas. En el caso del

reactor con 15 g este consumo se incrementa.
6.5.1.2. Transglutaminasa

Observando los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones de transglutaminasa se
puede concluir que, en todos los casos estudiados, la concentracion de transglutaminasa en el
medio acuoso va disminuyendo con el tiempo a lo largo de los 45 minutos, que es cuando se
produce la mayor parte de la reticulacion del polimero. En cambio, la concentracion del agente
reticulante en el medio acuoso medida a tiempo infinito (dia siguiente) no es inferior a la Gltima
muestra sacada en el dia anterior, sino superior. El valor en el infinito, siempre es superior al valor
de la quinta 'y sexta muestra, siendo en algunos mayor incluso que el de la cuarta muestra obtenida.
Este resultado no deberia ser l6gico ya que la absorbancia representa la concentracion de
transglutaminasa que queda en el bafio a medida que se produce la reaccion, por tanto, cada vez
deberia ir disminuyendo y en el tiempo infinito tener el valor més bajo. Pero como ya se ha
comentado anteriormente la transglutaminasa es una enzima que actia como catalizador de la
reaccion (a pesar de que a la hora de realizar los céalculos no se ha considerado asf), por tanto, no

reacciona de forma activa en esta, es decir, que cuando la microcapsula no admite mas
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transglutaminasa esta se libera y vuelve al bafio, debido a esto se obtiene un valor en la

concentracion de reticulante que queda en el medio acuoso superior.

. . ] M, .z
Al igual que en el caso anterior, se representa en un grafico los valores de M—f en funcion de vt
o0

para los primeros 45 min de reaccion obteniendo los siguientes resultados:

1 gramo 4 gramos
0,5 0,5
0.4 —¥=0.0657x-0,0356 0.4 y = 0,0767x-0,122 *
R2=0,9834 / R2=0,9539
§ 0,3 / § 0,3
E 0,2 § 0,2 *
0,1 01
0 / : : . 0 / : : .
0 2 4 6 8 2 4 6 8
™12 t™1/2
7 gramos 10 gramos
0,5 0,25
04 LY =0,071x-0,0277 A 0 | Y=00461x-00846 b4
’ R2=1 ' RZ=10,9739
3
E 0.3 §0,15
S 02 / S o1l ¢
01 0,05
0 ' ' ' ' 0 /
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 é "1 i é
th1/2 ™2
15 gramos
03 ~ Cantidad  Pendiente
0.25 |_¥=0,0448x - 0,0534
o R2=0,9739 / 1 gramo 0,0657
8 )
Z 015 / 4 gramos | 0,0767
= 01 7gramos | 0,0710
0.05 g 10 gramos | 0,0461
0 ; ; ; .
0 2 4 6 8 15 gramos 0,0448

Figura 54. Evolucién de % en funcién de v/t durante la reticulacion mediante el agente reticulante transglutaminasa.

En este caso se observa las concentraciones iniciales mas bajas estudiadas maximizan la adsorcién

de la transglutaminasa en las paredes de la microcapsulay, por tanto, la reticulacién de las paredes

de la microcapsula siendo en el lote de 4 gramos en el que se consigue un valor maximo. Esta

velocidad de adsorcion va disminuyendo a medida que se incrementa la concentracion inicial de

la enzima. Comparando las pendientes obtenidas en el caso de la reticulacion con glutaraldehido
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y con transglutaminasa, se puede apreciar que los valores de las pedientes que determinan la
velocidad de salida del agente reticulante del medio acuoso son més altas en el caso del

glutaraldehido.

6.5.1.3. Formaldehido

Como en el resto de casos el formaldehido presente en la fase acuosa del sistema va disminuyendo
con el paso del tiempo, ya que, al igual que en el caso del glutaraldehido, este reacciona con la

pared de la microcépsula llegando a formar parte de ella.

Los resultados obtenidos con el formaldehido como agente reticulante tienen una forma similar a
los del glutaraldehido, ya que en todos los casos estudiados, la concentracion va disminuyendo
con el tiempo de reaccion alcanzando a tiempo infinito su valor minimo, que corresponderia al

tiempo en el cual la reaccion ya ha finalizado.

. - o M, . .
Al igual que en el caso anterior, se representa en un grafico los valores de M—t en funcion de vt
o0

para los primeros 45 min de reaccion obteniendo los siguientes resultados:

1 gramo 4 gramos
0,5 0,6
y = 0,0636x + 0,0588 y =0,0783x - 0,0111
04 R2=0,9789 05 RZ=0,9974
303 g 04
= Z03
= 02 =02
01 0,1
0 . . . . 0 . . . .
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
™12 ™12
7 gramos 10 gramos
07 Ty = 0.1287x- 02199 !
Y s 09960 08 |Y=00560x +0,3046
05 _ R2=0,9742
= £06
203 s
8 01 5 04
' 02
0106 2 4 6 8 0 ; . . .
™12 0 2 4 6 8
th1/2
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15 gramos
1 Cantidad Pendiente
08 1 gramo 0,0636
§ 06 4 gramos 0,0783
S =0,0257x +0,6361
S 04 =00 0),(9897 7 gramos 0,1287
0.2 10 gramos 0,0569
0 - - ; - 15 gramos 0,0257
0 2 4 6 8
t"1/2

Figura 55. Evolucion de 1;"—‘ en funcion de +/t durante la reticulacion mediante el agente reticulante formaldehido.

Como ocurre en el caso de la transglutaminasa, a medida que aumenta la concentracién inicial de
formaldehido en el medio, lo hace la velocidad a la que reacciona con la pared de las
microcapsulas saliendo del medio acuoso a tiempos cortos, alcanzando su valor maximo en el lote
de 7 gramos, disminuyendo esta velocidad progresivamente en los lotes con mayor cantidad de
formaldehido (10 y 15 gramos).

6.5.1.4. Generales

. M ., . ..
De forma general, se puede afirmar que al representar M—‘ en funcion de v/t durante la reticulacion
o0

de las microcapsulas mediante cualquiera de los tres agentes reticulantes se obtiene una recta cuya
pendiente indica la velocidad a la cual el agente reticulante reacciona (formaldehido y
glutaraldehido) o se absorbe (transglutaminasa) con la pared de la microcapsula ya formada. En
los tres casos se han comparado las pendientes para tiempos cortos de reaccién puesto que es

donde en los tres casos se dan las velocidades mas altas.

Cantidad (g) Glutaraldehido \ Transglutaminasa \ Formaldehido

m m m
1 0,1016 0,0657 0,0636
4 0,1086 0,0767 0,0783
7 0,0967 0,0710 0,1287
10 0,0942 0,0461 0,0569
15 0,1486 0,0448 0,0257

Tabla 40. Velocidad de reaccion o absorcion de los diferentes agentes de reticulacion a diferentes concentraciones en

las paredes de las microcapsulas.

Analizando los resultados mostrados en la tabla se puede ver gue en los tres casos a medida que
se incremente la cantidad inicial de agente reticulante la velocidad de salida del medio acuoso se
incrementa, alcanzo un maximo en valores entre 4 y 7 gramos. Para cantidades superiores esta
velocidad disminuye hasta alcanzar el minimo a 15 gramos excepto en caso del glutaraldehido

donde esta velocidad repunta para alcanzar su maximo.
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Si se comparan las velocidades alcanzadas con los diferentes agentes reticulantes, se puede
observar que las velocidades més altas se alcanzan con glutaraldehido, casi doblando para cada
una de las cantidades estudiadas al formaldehido, lo cual se podria esperar teniendo en cuenta la
estructura de los reticulantes. El formaldehido tiene un grupo reactivo en su estructura mientras
que el glutaraldehido tiene dos. Por otro lado, la enzima transglutaminasa presenta valores

similares a los alcanzados con formaldehido, aunque la velocidad maxima esté alejada.

Finalmente, se puede afirmar que tanto el tipo de reticulante como su concentracion inicial en el
medio acuoso tienen una influencia importante en la cinética de reticulacidn de las microcapsulas

de goma arabiga y gelatina.

6.5.2. Tamaiio de las microcapsulas

6.5.2.1. Glutaraldehido

La media de los radios de las microcapsulas usando diferentes concentraciones de glutaraldehido

como reticulante estan recogidos en la siguiente tabla:

Cantidad (g) | Rm (um)

1 11,29
4 11,46
7 10,94
10 12,59
15 11,50

Tabla 41. Radio medio de las microcapsulas obtenidas en los reactores en los que se ha utilizado glutaraldehido a

diferentes concentraciones como agente para la reticulacion.

Las microcapsulas de los 5 reactores llevados a cabo presentan diferencias en tamafios es
practicamente despreciable, ya que todas las microcapsulas obtenidas estan en un rango de entre
11y 12,5 pum.

Al realizar el radio medio de los 5 reactores se obtiene un valor final de 11,55 pum.
6.5.2.2. Tansglutaminasa

Para el caso de la transglutaminasa, los resultados son los siguientes:

Cantidad (g) | Rm (um)

1 11,85
4 10,64
7 11,55
10 19,12
15 12,44
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Tabla 42. Radio medio de las microcapsulas obtenidas en los reactores en los que se ha utilizado transglutaminasa a

diferentes concentraciones como agente para la reticulacion.

En este caso hay una diferencia mas elevada entre los extremos del rango, ya que este oscila entre
tamafios de 10,5y 19,12. A pesar de esta diferencia solo es un reactor, el de 10 g, el que se aleja
mas de la media ya que los otros 4 tienen un radio medio muy aproximado entre si. Al no haber
ninguna tendencia o correlacion entre la concentracion de transglutaminasa y el tamafio de
particula, se podria deducir que el radio medio obtenido en el reactor llevado a cabo con 10 gramos
de transglutaminasa puede ser debido a alguna ligera variacién en las condiciones de proceso

como por ejemplo la agitacion.
Al realizar el radio medio de los 5 reactores se obtiene un valor final de 13,14 um.
6.5.2.3. Formaldehido

Con formaldehido como reticulante, el radio medio queda de la siguiente manera:

Cantidad (g) | Rm (um)

1 10,71
4 13,05
7 10,95
10 13,20
15 9,17

Tabla 43. Radio medio de las microcapsulas obtenidas en los reactores en los que se ha utilizado formaldehido a

diferentes concentraciones como agente para la reticulacion.

Las microcapsulas con un tamafio mayor se obtienen en el reactor que contiene 10 gramos de
reticulante, y las mas pequefias en el de 15 g. A pesar de ello Gnicamente se observa una diferencia

de 4 um entre los dos extremos de 9,17 y 13,20.
Al realizar el radio medio de los 5 reactores se obtiene un valor final de 11,41 um.
6.5.2.4. General

Glutaraldehido \ Transglutaminasa  Formaldehido

Rm (um) 11,55 13,14 11,41
Rmax(um) 11,29 19,12 13,20
Rmin (um) 10,94 10,64 9,17

Tabla 44.

Radio medio, maximo y minimo de los reactores en los que se ha utilizado glutaraldehido, formaldehido y

transglutaminasa como agentes para la reticulacion.
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Analizando los resultados de forma general, se concluye que el glutaraldehido y el formaldehido
dan unos valores de tamafio de microcapsula muy similares, aunque el formaldehido es el

reticulante con el cuél, dependiendo de su concentracion, se obtiene el radio medio mas bajo.

Con la transglutaminasa, en cambio, se consigue un valor medio mayor y no tan igual al de los
otros dos casos aunque la diferencia sigue siendo pequefia, solo incrementa en 2 um. En cuanto a
la diferencia entre el Rmax y el Rmin, la tranglutaminasa es la que presenta una mayor diferencia.
Esto puede ser debido a la diferencia que hay entre los mecanismos de reticulacion de los
diferentes agentes reticulantes estudiados. Mientras que el formaldehido y el glutaraldehido
reaccionan con la pared quedandose a formar parte de ella, la tranglutaminasa llega a la superficie
de la microcapsula y se absorbe y desabsorbe de ésta creando microcapsulas menos regulares. El
radio méaximo alcanzado es de 19,12 um y pertenece también a las microcapsulas realizadas con
transglutaminasa. Si no se tuviera en cuenta este maximo obtenido, el cual no sigue una relacion
con el incremento de la concentracion de transglutaminasa, se podria determinar que el tipo de
agente de reticulacion (transglutaminasa, formaldehido y glutaraldehido) no tiene influencia en el

tamafio de particula.

6.5.3. Coeficiente de difusién

6.5.3.1. Glutaraldehido

El coeficiente de difusion varia en funcién de la concentracion de glutaraldehido en el medio
alcanzando dos picos, uno inferior en el lote con una cantidad inicial de glutaraldehido de 4

gramos y otro mayor a 15 gramos.

Cantidad (g) D/r?(min‘t)

1 2355,96
4 2480,92
7 2314,07
10 1958,82
15 3382,90

Tabla 45. Coeficientes de difusion de los reactores llevados a cabo con glutaraldehido como agente para la reticulacion

a diferentes concentraciones.

6.5.3.2. Transglutaminasa

En el caso de la transglutaminasa, los valores también varian en funcién de la concentracion.
Concentraciones bajas de reticulante incrementan el coeficiente de difusion alcanzo un maximo

con 4 gramos.
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Cantidad (g) D/r?(min)

1 1451,49

4 1887,22

7 1609,33
10 631,22
15 942,81

Tabla 46. Coeficientes de difusion de los reactores llevados a cabo con transglutaminasa como agente para la

reticulacion a diferentes concentraciones.

6.5.3.3. Formaldehido

Al igual que con los otros dos agentes reticulantes estudiados, las concentraciones bajas de
reticulante incrementan su coefieciente de difusion hacia las paredes de la microcdpsula. En este

caso el maximo se alcanza en el lote preparado con 7 gramos de formaldehido.

Cantidad (g) D/r?(mint)
1 1405,10
4 1926,59
7 2917,19
10 779,09
15 540,85

Tabla 47. Coeficientes de difusion de los reactores llevados a cabo con formaldehido como agente para la reticulacion
a diferentes concentraciones.

6.5.3.4. General

Cantidad (g)

Glutaraldehido

Transglutaminasa

Formaldehido

D/r?(min?) D/r?(min?) D/r?(min?)
1 2355,96 1451,49 1405,10
4 2480,92 1887,22 1926,59
7 2314,07 1609,33 2917,19
10 1958,82 631,22 779,09
15 3382,90 942,81 540,85

Tabla 48. Coeficiente de difusion de los reactores en los que se ha utilizado glutaraldehido, formaldehido y

transglutaminasa como agentes para la reticulacion.

Agrupando todos los resultados de los diferentes reticulantes se puede concluir que, en general,
para la mayoria de concentraciones de agentes reticulantes y sistemas estudiados, el
glutaraldehido presenta un coeficiente de difusion mayor. Por otro lado, se puede observar que la
concentracion del agente reticulante tiene una cierta influencia en el coficiente de difusion, la cual
se evidencia més para el formaldehido y la transglutaminasa. En los lotes producidos con estos
dos agentes reticulantes, las concentraciones méas bajas presentan coeficientes de difusién méas

altos, alcanzando picos en los lotes de 4 y 7 gramos. Mientras que en el caso del glutaraldehido,
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aunque hay un pico en el coeficiente entre estas cantidades, el coeficiente mayor se encuentra a
15 gramos.

6.5.4. TGA (Analisis termogravimétrico)

Para realizar el TGA las muestras se han filtrado por gravedad y secado en la estufaa 70°C durante
toda la noche, para asi minimizar la evaporacion del agua al inicio del anélisis. El método se basa
en un aumento de 10°C por minuto hasta los 800°C.

6.5.4.1. Glutaraldehido

A continuacidn, se indican las muestras analizadas mediante TGA. Estas son microcapsulas de

un mismo lote extraidas a diferentes tiempos después de afiadir glutaraldehido al sistema.

e 20G: Muestra a los 20 minutos
e 40G: Muestra a los 40 minutos
e 60G: Muestra a los 60 minutos

¢ Infinito G: Muestra del dia siguiente (tiempo infinito)

my 20G: 24,08 mg
— N 40G: 16,24 mg

= — = 60G: 22,48 mg
o R—— AN Infinito G: 18,63 mg

Vi 20G: 7,81 mg; 254,78°C
"W SN 40G: 8,27 mg; 265,08°C
\ o 60G: 11,00 mg; 261,64°C
K / Infinito G: 13,52 mg; 255,71°C

EET-UPC BarcelonaTECH: METTLER STAR® SW 12.10

Figura 56. TGA de un reactor llevado a cabo con glutaraldehido como agente para la reticulacion.

Normalmente la reticulacion deberia provocar 2 efectos en el degradado térmico de las muestras:
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e Aumento de la temperatura de degradacion.
¢ Incremento de la pendiente cuando se descompone la pared de la microcapsula debido a
la liberacion casi instantanea de su contenido, el cual se encuentra a temperaturas muy

por encima de su temperatura de ebullicion.

Por un lado, la concentracion de glutaraldehido y, por el otro, el tiempo de exposicidn a este son

factores que favorecen o perjudican a la encpsulacion.

Observando las graficas obtenidas mediante DTGA (derivada de la curva de TGA) se puede
deducir que a los 60 minutos la retculacion de la pared de la microcépsula ya estd completa, ya
que no existe variacion entre las caracteristicas de la pared a ese tiempo y 23 horas después.

Por otro lado, para tiempos inferiores a 60 minutos (20 y 40 minutos) la curva de DTGA no
presenta un pico bien definido y el area de este pico es muy inferior al de 60 min o 24 horas. Esto
indica que para tiempos inferiores a una hora la estructura de la pared aun no esta lo
suficientemente bien reticulada y uniforme como para conseguir que toda la fragancia salga a una

temperatura concreta, sino que va difundiendo poco a poco a medida que la temperatura aumenta.

En cuanto a la concentracién de glutaraldehido, esta podria afectar de la misma manera que el
tiempo, obteniendo el mismo efecto comentado, pero a mayor concentracién de glutaraldehido,

menos tiempo para que se produzca esta reticulacion.

6.5.4.2. Transglutaminasa

Seguidamente se muestra la relacion de las muestras analizadas mediante TGA. Estas son
microcapsulas de un mismo lote extraidas a diferentes tiempos después de afiadir

transglutaminasa al sistema.

e T30/2: Muestra a los 30 minutos
e T60: Muestra a los 60 minutos
e T90: Muestra a los 90 minutos

¢ Infinito G: Muestra del dia siguiente (tiempo infinito)
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| T30/2: 10,16 mg
im0 T60: 11,32 mg
o e N T90: 12,50 mg

R Infinito TG: 13,2mg

- S o T30/2: 3,69 mg; 295,18°C
=R T60: 5,51 mg; 294,09°C
f T90: 5,32 mg; 210,36°C
( Infinito TG: 7,02 mg; 281,45°C

EET-UPC BarcelonaTECH: METTLER STAR® SW 12.10

Figura 57. TGA de un reactor llevado a cabo con transglutaminasa como agente para la reticulacion.

La reticulacion mediante esta enzima es muy dependiente de la temperatura y el pH. La
temperatura dptima es de 50°C donde en unos 40 minutos se completa la reaccion. Si se trabaja a
temperaturas inferiores necesitamos un mayor tiempo, en cambio si el ensayo se realiza a 4°C
necesitamos unas 12 horas para que se complete la reaccién. Es importante no bajar de 2°C, ya
gue la reaccion se para (no se inactiva, ya que la inactivacion sélo se da por tratamiento térmico).
En este caso, la transglutaminasa se afiade a unos 10°C y a un pH 6. Aun siendo el pH de 6 6ptimo,
una temperatura tan baja hace que la influencia de la enzima sea muy baja a tiempos cortos (30

min, 60 min, 90 min) pero latente a tiempos largos (dia siguiente).

En los primeros tiempos no hay una estructura reticulada por lo que a (30, 60 y 90 min) el aceite
esencial se va perdiendo por difusion durante todo el rango de temperatura (no hay un efecto
protector claro de la microcapsula), esto queda demostrado porque en ninguna de las 3 curvas (30,
60, 90) hay un cambio en la pendiente (el que deberia aparecer si el aceite se liberara todo al
mismo tiempo por la rotura o degradacion de una pared rigida). Ademas, solo hay un pico bien
definido en el DTGA, el correspondiente a la curva de 1 dia. Una buena definicion de pico en la
derivada indica un cambio de pendiente claro en la curva de la que proviene o lo que es lo mismo
una perdida rapida de peso como consecuencia de la liberacion rapida del aceite esencial. Cuando
esto pasa solo puede significar que hasta ese punto la pared de la microcapsula cumplia bien su
funcidn protectora del aceite, el cual si no estuviera microencapsulado se empezaria a evaporar a
unos 40°C.
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El peso molécular de la enzima utilizada es muy alto, por ello se absorbera méas lentamente en la
superficie y le costard adquirir la configuracion en la que se activa. Es un mecanismo de inhibicion
de reacciones enzimaticas por sustrato. Por esto, la reticulacion termina siendo tan lenta y solo
alcanza valores comparables a los del glutaraldehido (pico de la DTGA bien defininido y aunque
de valor més bajo 7,02 mg comparado con los 13,52 mg a los 20 min) a las 24 horas.

6.5.4.3. Formaldehido

e F20: Muestra a los 20 minutos
e F40: Muestra a los 40 minutos
e F60: Muestra a los 60 minutos

¢ Infinito G: Muestra del dia siguiente (tiempo infinito)

™| F20: 7,45 mg
| F40: 8,45 mg
1 F60: 7,84 mg
104 Infinito F: 14,43 mg

° 5 10 15 t ) 28 % s 0 as §0 S5 me

T e Sy

R " —

— < F20: 1,60 mg; 248.79°C
F40: 1,81 mg; 248,79°C
F60: 2,44 mg; 247,60°C

Infinito F: 3,72 mg; 239,89°C

EET-UPC BarcelonaTECH: METTLER STAR® SW 12.10

Figura 58. TGA de un reactor llevado a cabo con formaldehido como agente para la reticulacion.

Se observa como la pérdida de peso se va haciendo mayor con el tiempo, es decir, la reticulacion
de las microcapsulas va aumentando a medida que el tiempo pasa. Este hecho se puede observar
si se presta atencion a la grafica del DTGA, en la que, en las tres primeras curvas (20,40,60), se
aprecia un pico pronunciado que va creciendo conforme el tiempo de cada muestra, el pico de los
20 minutos es el méas pequefio y el de 60 el méas grande. Este pico representa la pérdida de peso
que se produce debido a la liberacion completa del aceite por la rotura o degradacion de la pared

rigida de la microcéapsula. Esto tiene sentido ya que indica que la reaccién de reticulacion se va
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produciendo con el tiempo, asi pues, a tiempos iniciales la pared estara menos reticulada que en
tiempos més avanzados. Finalmente, esto se manifiesta en la curva que representa tiempo infinito,
en la cual el fendmeno de reticulacion ya ha finalizado dando lugar a la mayor pendiente de
pérdida de peso en el momento en que se inicia la degradacion de la microcapsula correspondiente
a un area mayor en la curva DTGA.

6.5.4.4. General

Los resultados obtenidos mediante el TGA indican que claras diferencias entre los 3 agentes

reticulantes.

Por un lado, el glutaraldehido es el reticulante que requiere menos tiempo para alcanzar una

estructura final reticulada.

Por otro lado, las areas de los picos de las curvas de DTGA a tiempos finales, permiten constatar
que las microcépsulas obtenidas con glutaraldehido como agente reticulante permiten retener
mayor cantidad de fragancia liberada a una temperatura concreta de degradacion de la pared de
la microcapsula (13,52 mg/18,63 mg = 0,72 ) mientras que en el caso de la transglutaminasa la
pérdida en ese mismo punto es menor (7,02 mg/13,2 mg = 0,53) y para el formaldehido la mas
reducida (3,72 mg/14,43 mg = 0,26). Esto indica que la estructura de la pared formada con
glutaraldehido retiene y protege mejor el aceite en su interior.

6.6. CONCLUSIONES

Después de realizar el estudio completo de los sistemas de reticulacion en la formacion de
microcapsulas de gelatina y goma arabiga utilizando tres reticulantes y diferentes concentraciones

de estos se describen las siguientes conclusiones:

En primer lugar, a partir de los resultados obtenidos mediante microscopia éptica se puede
determinar que se han obtenido microcapsulas en todos los lotes llevados a cabo con diferentes

agentes reticulantes a diferentes concentraciones.

En segundo lugar, cabe destacar que la reaccion de reticulacién se sigue midiendo la difusion, ya
gue se produce un intercambio de materia entre las microcapsulas formadas y el reticulante que

va reaccionando siendo absorbido en estas.

Después de obtener los datos experimentales de la concentracion del reticulante en el medio
continuo en diferentes tiempos y realizar los célculos, se han determinado unos coeficientes de

difusion radial para los tres reticulantes. En este caso, el glutaraldehido es el agente reticulante
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que presenta un coeficiente de difusion mayor desde la fase acuosa donde estd disuelto

inicialmente, a la pared de la microcépsula.

Si se comparan las velocidades de reaccion o absorcion alcanzadas con los diferentes agentes
reticulantes, se puede observar que las velocidades més altas se alcanzan con glutaraldehido, casi
doblando para cada una de las cantidades estudiadas al formaldehido, lo cual se podria esperar
teniendo en cuenta la estructura de los reticulantes. EI formaldehido tiene un grupo reactivo en su
estructura mientras que el glutaraldehido tiene dos. Por otro lado, la enzima transglutaminasa
presenta valores similares a los alcanzados con formaldehido, aunque la velocidad méaxima esta

alejada.

Respecto al comportamiento de los diferentes reticulantes se puede concluir que el glutaraldehido
y el formaldehido tienen unas caracteristicas de reticulacion muy parecidas, en cambio la
transglutaminasa se comporta de diferente manera. Esto se debe a que el formaldehido v el
glutaraldehido provienen de la misma familia quimica; los aldehidos, por tanto, tienen muchas
similitudes en su estructura quimica y su comportamiento frente a un mismo sistema, en este caso
frente a las microcéapsulas de gelatina y goma arabiga, es practicamente igual. En cambio, la
transglutaminasa es una enzima y como ya se ha ido comentando a lo largo del proyecto, esta
trabaja como una enzima catalizadora de la reaccion, aunque en este estudio no se haya tratado
como tal y se haya trabajado bajo la premisa de que si que se produce reaccion con ella. La gran
diferencia entre la transglutaminasa y los otros dos reticulantes se encuentra en que, al medir la
concentracion en el bafio de la Gltima muestra, la extraida un dia después, se obtiene una
absorbancia mas elevada que la muestra anterior. Esto solo sucede en el caso de la
transglutaminasa y es debido a que las microcapsulas dejaban de admitir mas transglutaminasa,
esta se liberaba y volvia al bafio. En los otros dos casos, el ultimo valor de concentracion en el
bafio es siempre menor al anterior ya que los reticulantes reaccionaban con las microcapsulas y

cuanto mas tiempo pasaba, menos cantidad quedaba en el bafio.

Con respecto a la formacién de microcapsulas, también se produce una diferencia entre la
transglutaminasa y los otros dos reticulantes. Utilizando glutarladehido o formaldehido se obtiene
un valor de tamafio medio de microcapsula muy similar, aproximadamente 11,5 um de radio y
utilizando transglutaminasa se obtiene un tamafio medio de 13,14 um. Mientras en los lotes de
glutaraldehido y formaldehido para las diferentes concentraciones el radio se mantiene mas o
menos constantes, en el caso de la transglutaminasa este sufre mas flutuaciones dependiendo del
lote. Esto puede ser debido a la diferencia que hay entre los mecanismos de reticulacion de los
diferentes agentes reticulantes estudiados. Mientras que el formaldehido y el Glutaraldehido
reaccionan con la pared quedandose a formar parte de ella, la tranglutaminasa llega a la superficie

de la microcéapsula y se absorbe y desabsorbe de esta creando microcapsulas menos reglures.
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Por altimo, mediante el TGA se ha constadado que el reticulante més rapido en llegar a la
conformacion final de la microcépsula reticulada es el glutaraldehido, lo cual se correlaciona con

el hecho de que era el reticulante que mas rdpidamente salia de la fase acuosa.

Por otro lado, las &reas de los picos de las curvas de DTGA a tiempos finales, permiten constatar
que las microcapsulas obtenidas con glutaraldehido como agente reticulante permiten retener
mayor cantidad de fragancia liberada a una temperatura concreta de degradacion de la pared de
la microcapsula, seguido de la transglutaminasa y por Gltimo el formaldehido. Esto indica que la

estructura de la pared formada con glutaraldehido retiene y protege mejor el aceite en su interior.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

La investigacion llevada a cabo con el desarrollo de esta tesis ha permitido alcanzar los objetivos
marcados al inicio de la misma, aportando nuevos conocimientos acerca de los diferentes

parametros involucrados en la microencapsulacién mediante coacervacién compleja.

A continuacion, se describen las conclusiones generales obtenidas a partir del analisis de las

conclusiones obtenidas en cada uno de los capitulos que conforman esta tesis.

En lo referente a la formacion de microcapsulas de aromas y la posterior optimizacién se

demuestra que:

e La micoencapsulacion mediante coacervacion compleja utilizando como material de
pared gelatina y goma ardbiga muestra una limitacién importante en cuanto a la
concentracién de polimero en el sistema. La gran capacidad de la gelatina para absorber
agua en su estructura hace que a concentraciones elevadas se forme un gel, a
temperaturas por debajo de 35°C.

e El orden de adicién de los diferentes componentes del proceso tienen una influencia
importante en la morfologia final de las microcdpsulas. El uso de la gelatina como
emulsionante del aceite y la posterior adicion de la goma reducen la aparicion de
aglomeraciones.

e Laproporcion entre gelatina y goma arabiga que permite obtener los mejores resultados
a nivel morfoldgico es la relacién 1:1.

e La concentracion de reticulante en el sistema presenta una gran influencia en la
presencia de aglomeraciones. Cantidades reducidas de reticulante permiten obtener

microcépsulas mejor definidas y sin aglomeraciones.

Focalizando el analisis en la influencia del tipo de tensioactivo, su concentracién y la influencia

de la agitacion en la formacion de microcpsulas se determina que:

e Concentraciones de tensioactivo por encima de la CMC permiten obtener emulsiones
estables del aceite a encapsular.

e La estructura y estado del tensioactivo utilizado controlara los fenémenos de interfase
aceite-agua. Dependiendo del tipo de interacciones entre el tensioactivo y los materiales
que deberian formar la pared de la microcapsula, esta se formara o no, y en caso de que
se forme la microcapsula, el tensioactivo influira en las propiedades finales de esta.

e La distribucion del tamafio de particula también esta influenciado por el tipo y la

concentracién de tensioactivo, pero este factor depende mas fuertemente de la agitacion.

147



Conclusiones generales

Esta no se relaciona linealmente con la eficiencia de la microencapsulacion con lo que

para cada sistema se debera buscar el valor de agitacion que maximice esta eficiencia.

Por ultimo, los resultados generados durante el estudio de los sistemas de reticulacion en la
formacion de microcépsulas de gelatina y goma ardbiga permiten obtener las siguientes

conclusiones:

e Es posible formar microcapsulas totalmente inocuas sustituyendo reticulantes como
formaldehido o glutaraldehido por la enzima transglutaminasa, obteniendo la misma
morfologia.

e La reaccion de reticulacion se sigue midiendo por difusion, ya que se produce un
intercambio de materia entre las microcapsulas formadas y el reticulante que va
reaccionando siendo absorbido en estas. El glutaraldehido es de los tres agentes para la
reticulacion (glutaraldehido, formaldehido y transglutaminasa) el que presenta un
coeficiente de difusion mayor desde la fase acuosa donde esté disuelto inicialmente a la
pared de la microcapsula lo que significa una velocidad de reaccién mas alta, doblando
al formaldehido, ya que este tiene solo un grupo reactivo mientras que el glutaraldehido
tiene dos. Por otro lado, la enzima transglutaminasa presenta valores similares a los
alcanzados con formaldehido, aunque la velocidad méaxima es menor.

e En referencia a la formacion de las microcapsulas se producen diferencias entre la
transglutaminasa y los otros dos reticulantes estudiados. La diferencia entre los
mecanismos de reticulacion hace que mientras que el glutaraldehido y el formaldehido
reaccionan con la pared de la microcapsula quedandose para formar parte de ella, la
transglutaminasa llega a la superficie de la microcapsula absorbiéndose y
desabsorbiéndose creando microcapsulas menos reglures.

e La técnica de TGA permite determinar que el reticulante méas rapido en lograr la
conformacion final de la microcapsula es el glutaraldehido, lo cual se correlaciona con el
hecho de que es el reticulante que mas rapidamente abandona la fase acuosa.

e El andlisis de las areas de los picos de las curvas de DTGA a tiempos finales permite
determinar que las microcapsulas obtenidas con glutaraldehido como agente reticulante
permiten retener mayor cantidad de fragancia, liberada a una temperatura temperatura
concreta de degradacion de la pared de la microcapsula, seguido de la transglutaminasa
y, por ultimo, del formaldehido. Esto indica que la estructura de la pared formada con

glutaraldehido, retiene y protege mejor el aceite en su interior.
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8. TRABAJO FUTURO

A partir de los resultados y las conclusiones obtenidas como consecuencia de la realizacion de la

presente tesis se plantean una serie de posibles lineas de investigacion futuras:

Estudiar la influencia de diferentes aceites esenciales o diferentes fragancias en la

formacion de la microcépsula.

Ampliar el estudio de las diferentes tensiones interfaciales involucradas en el proceso de

microencapsulacion con el objetivo de predecir la morfologia final de las microcapsulas.

Incrementar el nimero y tipo de tensioactivos estudiados con el fin de determinar qué
caracteristicas o conjunto de estas permitirian seleccionar los tensioactivos adecuados

para un sistema concreto de microencapsulacion.

Profundizar en la etapa de reticulacién en el proceso microencapsulacion mediante
coacervacion compleja. Los resultados obtenidos con la enzima transglutaminasa
permiten ser optimistas en cuanto a la obtencién de microcapsulas con caracteristicas muy

similares a las obtenidas con glutaraldehido como reticulante.

Realizar pruebas de escalado para conocer el potencial real de las microcapsulas

totalmente inocuas disefiadas en la presente tesis.
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