-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj’f CORE

provided by Portal de revistas de la Universidad de Granada
ARS Pharmaceutica
ISSN: 0004-2927
http://farmacia.ugr.es/ars/

Técnicas de microencapsulacion: una propuesta para microencapsular
probidticos.

Martin Villena MJ, Morales Hernandez ME, Gallardo Lara V y Ruiz Martinez MA

Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada, Espafia.

E-mail: adolfina@ugr.es

RESUMEN

A la hora de utilizar probioticos, el principal problema que se presenta, es la escasa resistencia de
estos a diferentes condiciones ambientales y tecnologicas. Las técnicas de microencapsulacion son un
buen método para proteger a estos microorganismos, sin embargo no todas las técnicas son
apropiadas para los probioticos. En este articulo proponemos la técnica de gelificacion interna, que
por sus caracteristicas permite la obtencion de un tamafio de particula adecuado y la supervivencia de
los microorganismos.
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ABSTRACT

The main problem when probiotics are used is the low resistance of these to different environmental
and technological conditions. The microencapsulation techniques are a good method in order to
protect the probiotics, Nevertheless not all techniques of microencapsulation are suitable for
probiotics. In this paper, we propose the internal gelification which allows us to obtain a suitable
particle size and the survival of the microorganisms.
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INTRODUCCION:

La OMS define a los probidticos como organismos vivos que administrados en cantidades adecuadas
ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del hospedador. Para que las bacterias puedan
considerarse como probidticos es necesario que cumplan las siguientes caracteristicas':

e Ser de origen humano ya que las cepas aisladas de seres humanos sanos presentan mayor
facilidad para colonizar el intestino humano y probablemente no sean patogenas, habiéndose
utilizado para definir esta caracteristica el acronimo inglés “GRAS” (“generally recognized
as safe)

e Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales, ya que los microorganismos
probidticos han de llegar viables al lugar de accion.
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Si tenemos en cuenta que los probidticos son principalmente consumidos por via oral, es logico
pensar, que sus efectos beneficiosos se pondran de manifiesto, fundamentalmente, en patologias
intestinales. Sin embargo, la posibilidad de modular la respuesta inmune de tipo sistémica, hace que
los probidticos también presenten efectos positivos en otras alteraciones extraintestinales, como
alergias y vaginitis.

Sin embargo, el problema que se presenta a la hora de incorporar probiodticos a cualquier
formulacién, es la escasa resistencia de los microorganismos a los procesos tecnologicos y a
diferentes condiciones ambientales como el pH, el oxigeno o la temperatura.

Por todo esto, es necesario que los microorganismos se introduzcan protegidos por una barrera fisica
que evite su exposicion a las condiciones adversas del entorno. Para ello, recurrimos a las técnicas de
microencapsulacion, que consisten en el recubrimiento de pequefias cantidades de un determinado
compuesto mediante un material protector que es generalmente de naturaleza polimérica.

La microencapsulacion protege a los materiales encapsulados de factores como el calor y la
humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad, también se ha utilizado para mejorar el
sabor y la estabilidad de medicamentos y como barrera contra malos olores y sabores. Ayuda,
ademas, a que los materiales fragiles resistan las condiciones de procesamiento y empacado
mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia. En el caso de farmacos cuya
liberacion se lleve a cabo en el estomago o en el intestino, permite una maxima absorcion de los
compuestos con un minimo de reacciones adversas. Ademas la microencapsulacion protege a los
probioticos de los bacteriéfagos y de los ambientes adversos, como la congelacion y las soluciones
gastricas, y facilita la manufacturacion de productos fermentados, ya que, proporciona unas
condiciones mas constantes.

La seleccion del método de encapsulacion estard en funcion del tamafio medio de la particula
requerida, de las propiedades fisicas del agente encapsulante, de la sustancia a encapsular, de las
aplicaciones del material encapsulado propuesto, del mecanismo de liberacion deseado y del coste.

METODOS DE MICROENCAPSULACION:

Existen diversos métodos para la produccion de microcapsulas. En general, estos métodos se pueden
e 2
dividir en tres grupos”:

e Procesos fisicos: secado por aspersion.
e Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusion molecular.

e Procesos fisicoquimicos: coacervacion, liposomas y gelificacion idnica.

Secado por aspersion:

Es la transformacion de un fluido en material s6lido, atomizandolo en forma de gotas mintsculas en
un medio de secado en caliente’. La distribucion del tamafio de las particulas obtenidas por este
método es, en general, menor a 100 p. Se distinguen los siguientes pasos:

1. La preparacion de la emulsion o suspension del material a encapsular en una solucion
encapsuladora.

2. Laatomizacion y la deshidratacion de las particulas atomizadas.

Una de las grandes ventajas de este proceso, ademas de su simplicidad, es que es apropiado para
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materiales sensibles al calor, ya que el tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto.
Polimerizacion interfacial:

En este proceso se produce la polimerizacion de un monémero en la interfase de dos sustancias
inmiscibles, formando una membrana, que darad lugar a la pared de la microcapsulas. Este proceso
tiene lugar en tres pasos’:

1. Dispersion de una solucion acuosa de un reactante soluble en agua, en una fase organica para
producir una emulsion agua en aceite

2. Formacion de una membrana polimérica en la superficie de las gotas de agua, iniciada por la
adicion de un complejo soluble en aceite a la emulsion anterior.

3. Separacion de las microcapsulas de la fase organica y su transferencia en agua para dar una
suspension acuosa. La separacion de las microcapsulas se puede llevar a cabo por
centrifugacion.

Incompatibilidad polimérica:

En este método se utiliza el fenémeno de separacion de fases, en una mezcla de dos polimeros
quimicamente diferentes e incompatibles en un mismo solvente. El material a encapsular
interaccionara solo con uno de los dos polimeros, el cual se adsorbe en la superficie del material a
encapsular formando una pelicula que los engloba. De manera general, este proceso se lleva a cabo en
solventes organicos y cuando el material a encapsular es solido”.

Coacervacion:
Es un método fisico-quimico que se basa en la separacion de fases, consiste en tres pasos™:

1. Formacion de un sistema de tres fases quimicamente inmiscibles (una fase liquida o fase
continua, un material a recubrir y un material de cobertura o de pared)

2. Deposicion del material polimérico liquido que formara la cubierta sobre el material a cubrir
3. Solidificacion de la cubierta.

Con esta técnica, se pueden obtener microcapsulas esféricas muy pequeias, de hasta de 4 um y con
una carga de material a encapsular de alrededor del 90%. Ademas, proporcionan una buena
proteccion contra las perdidas por volatizacion y contra la oxidacion.

Liposomas:

Los liposomas son particulas microscopicas hechas de lipidos y agua principalmente. Son estructuras
compuestas de una bicapa de lipidos que engloban un volumen acuoso. Se elaboran con moléculas
anfifilicas que poseen sitios hidrofobicos, por ejemplo, fosfolipidos como la lecitina. En la fase
acuosa, se coloca en material a encapsular cuando es hidrofilico o bien se agrega en el solvente
organico donde se disuelven los fosfolipidos, si es lipofilico®.

Gelificacion ionica:

Existen dos técnicas de gelificacion®:

Gelificacion externa:

En la gelificacion externa, la sal de calcio soluble es agregada en el seno de una emulsion A/O. El
tamafo de particula no puede ser bien controlado y las particulas tienden a coagular en grandes masas
antes de adquirir la consistencia apropiada. Ademas, el tamafio de particula que se obtiene es grande,
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entre 400um y lmm. >

Gelificacion interna:

La gelificacion interna se basa en la liberacion del i6n calcio desde un complejo insoluble en una
solucion de alginato de sodio. Esto se lleva a cabo por acidificaciéon de un sistema aceite-acido
soluble, con participacion en la fase acuosa del alginato. Esta técnica permite obtener particulas de un
tamafio de aproximadamente 50 pm.’

De acuerdo con esta técnica, a la fase acuosa, generalmente formada por alginato y carbonato
calcico, se le adiciona la fase oleosa (aceite vegetal, Span 80 y acido acético).

Las reacciones que se producen son las siguientes:
1. Difusion del 4cido acético desde la fase oleosa a la acuosa.
CH;COOH(0)->CH3COOH(a)
2. El hidrogenion es liberado del acido acético a la fase acuosa
CH;COOH->H "+ CH;COO0
3. El calcio es liberado por la reaccion entre el hidrogenion y la sal insoluble de calcio.

4. El gel de alginato se forma gradualmente a través de la reaccion entre el calcio y los residuos
de los acidos glucuronicos de la cadena, formandose la estructura que se conoce como “egg-
box” (Figura 1) en la que, metaféricamente, los huevos serian los iones de calcio.

2 Alg "+ Ca ™ = Ca (Alg),

Figura 1. Formacion del gel de alginato calcico.

Ca®
—_—

al-+4

G('C.) -» G('C.)

El gel de alginato calcico formado es permeable a moléculas solubles en agua, cuyos pesos
moleculares sean menores a 5000 dalton. Moléculas mayores también pueden difundir a través del
gel, pero si el peso molecular excede los 10.000 dalton, la difusién no ocurre. La excepcion a esto, la
constituyen los lipidos, que permanecen en la matriz aun cuando sean de peso molecular bajo.

. L, . . , . . 4
En la gelificacion interna, una serie de parametros han sido estudiados, tales como™:
e Tiempo de agitacion con el acido acético glacial:

Al aumentar el tiempo de contacto 10 veces se observa que la encapsulacion del paracetamol aumenta
3 veces, esto podria deberse a que se lleva a cabo una gelificacion mas completa debido a una mayor

Ars Pharm, Vol. 50 n°1;43-50.



Ruiz-Martinez A et al. Técnicas de microencapsulacion: una propuesta para microencapsular... 47

liberacion de iones calcio desde el complejo insoluble carbonato calcico.
e Tiempo de contacto de las microparticulas con la solucion de cloruro célcico:

Si bien es necesario un tiempo de reaccion, el mismo no debe ser excesivo, debido a que facilitara la
difusion del principio activo por gradiente de concentracion. Se observo que al disminuir el tiempo de
contacto, se obtuvieron mejores resultados en la encapsulacion y, consecuentemente, mayor
rendimiento total de microparticulas.

e Concentracion de iones calcio:

Parece ser un parametro critico en la produccion de microparticulas. La influencia de la concentracion
de i6n calcio fue evaluada con tres concentraciones diferentes (157; 314; 629 nM). Se observo que a
medida que se increment6 la concentracion, aumentd el rendimiento total de microparticulas y la
encapsulacion de principio activo.

Coberturas utilizadas en microencapsulacion:

Independientemente del método elegido para preparar las microcapsulas, el primer paso en la
encapsulacion serd la seleccion de una matriz de encapsulaciéon adecuada’. (Tabla 1)

Tabla 1. Materiales empleados en la encapsulacion.

Tipo de cobertura 7 Cobertura especifica

Agar, alginato de sodio, carragenina,
Gomas .
I goma arabiga

Almidon, dextranos, sacarosa, jarabes

Carbohidratos
de maiz

Etilcelulosa, metilcelulosa,
Celulosas acetilcelulosa,
nitrocelulosa,carboximetil-celulosa
Ceras, parafinas, diglicéridos,
Lipidos monoglicéridos, aceites, grasas, acido
estearico, trisetearina
Gluten, caseina, albimina
Sulfato de calcio, silicatos

Entre los agentes encapsulantes que se utilizan destacan:

- Las proteinas aisladas del suero de la leche, utilizadas como cobertura en el secado por aspersion.
Este material posee alta capacidad emulsificante y genera microcapsulas de tamafio inferior a 2
micrometros. Pueden utilizarse solas o combinadas con carbohidratos para modificar las propiedades
de la pared y el tamaiio de las particulas. El uso de proteinas del suero de la leche tiene efectos sobre
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la morfologia de las microcapsulas haciéndolas mas esféricas y de superficie tersa en comparacion
con los polisacaridos.

- Los alginatos son uno de los polimeros mas utilizados en la microencapsulacion. Se extraen
principalmente de tres especies de algas marrones (Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum,
Macroscystis pyrifera). Los alginatos son una familia de polisacaridos lineales no ramificados, que
contienen cantidades variables de acido (1,4) B-D-manurdnico y de acido a-L-gulurénico. La
composicion y extension de las secuencias y el peso molecular determinan sus propiedades fisicas.

Los alginatos han sido empleado como agentes espesantes, gelificantes y estabilizantes coloidales en
la industria alimentaria y gracias a sus propiedades, también se han podido aplicar en el
entrapamiento y liberacion de fArmacos y microorganismos. Estas propiedades son:

e Permitir que la encapsulacion se lleve a cabo a temperatura ambiente.
e No requerir solventes organicos toxicos
e Elevado grado de porosidad

e Permitir una alta velocidad de difusion para macromoléculas, y la posibilidad de
controlar dicha difusion.

e Disolverse y degradarse bajo condiciones fisiologicas normales.

Métodos de liberacion:

La liberacion del contenido de las microcapsulas se puede llevar a cabo por disolucion en agua,
esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y enzimaticas o por cambios en la presion
osmotica. No obstante, esta liberacidn puede controlarse por difusion a través de la pared de la
microcépsula o bien por medio de una membrana que recubra la pared”.

La permeabilidad a través de la matriz y la solubilidad de los componentes de la pared de la capsula
influyen en la velocidad de difusion. Por todo esto, la seleccion de una matriz o membrana es
importante, tiene también especial relevancia, la naturaleza quimica, morfoldgica, la temperatura de
transicion, el grado de hinchamiento y de entrecruzamiento de los componentes de la cubierta, ya que
pueden disminuir la velocidad de liberacion.

Vistas todas las caracteristicas de las diferentes técnicas de microencapsulacion y conociendo las
propiedades de nuestro material (los probidticos), la eleccion del método de encapsulacion depende
de varios factores. En el caso de la encapsulacion de probidticos son:

e Tamafio de particula:

El tamafio deseado oscila entre 15-100um, las microcapsulas mayores a 100pum son detectables en la
boca, y las inferiores a 15 wm no dan la suficiente proteccion frente a los agentes externos’.

e La técnica no debe emplear agentes externos agresivos que pudieran limitar la supervivencia
de los microorganismos.

e Se requerird, ademas, un bajo consumo energético, de forma que los costes de la técnica sean
rentables industrialmente.

Segun todo lo expuesto anteriormente, la gelificacion idnica interna, se perfila como una de las
mejores técnicas para la microencapsulacion de probidticos ya que es una técnica sencilla y
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econdmica, que se puede emplear para producciones a gran escala. * °Los Trabajos de diversos
autores, han demostrado que los probidticos microencapsulados con alginato, el polimero mas
empleado en la gelificacion iénica, ven incrementada su supervivencia hasta en un 80-95%,*” frente a
los no encapsulados'®'"'>"* | El alginato calcio, ademas, no es toxico, es barato y se degrada bajo
condiciones fisiologicas normales'* .Las bacterias de un tamafio entre 1-3 um se retienen bien en la

matriz del gel, que tiene un tamafio de poro menor de 17 nm">'® .

CONCLUSIONES: una vision de futuro

Como ya se ha indicado anteriormente, el hecho de que los probidticos se administren generalmente
por via oral, puede conducir a pensar errdbneamente que sus efectos beneficiosos se producen
unicamente a nivel del tracto gastrointestinal. Sin embargo, el tracto gastrointestinal no es el unico
nicho bacteriano, hay otros 6érganos que tienen su ecosistema bacteriano, como las invaginaciones y
la piel.

Algunos estudios han demostrado la eficacia de los probioticos en el tratamiento de las vaginitis'’
esto podria deberse a que crean un ambiente acido que puede impedir el desarrollo de otros
microorganismos.

La microbiota cutanea, tiene también una serie de funciones claves:
e Es barrera fisica y quimica para evitar la entrada de microorganismos.
e Disminuye el dafio provocado por la radiacién ultravioleta.
e Evita la oxidacion.
e Produce nutrientes que son utilizados por las células que forman la piel.
e Son responsables del olor.

En todos estos ambitos podrian tener aplicaciéon la técnica que proponemos, asi como su empleo en
alergias, prevencion de infecciones de la piel, cremas antienvejecimiento y un largo etcétera.
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