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DISENO DE MICROCAPSULAS DE PECTINA PROTEGIDAS CON GOMA LACA-
ALGINATO DE SODIO CON SENSIBILIDAD DE DEGRADACION AL pH
INTESTINAL DE RUMIANTES

Guadalupe Toriz Cerén, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

La pectina es un polisacarido presente en alimentos, usada como agente gelificante,
espesante y estabilizante. La estructura basica de la pectina es una cadena de acido
anhidro- D- galacturénico con uniones a 1,4 con grupos carboxilos (COOH) metilados
que le permiten formar un gel viscoso, el cual se une con el (3-caroteno y probablemente
reduzca el color amarillo de la grasa de cobertura en la canal de bovino. El objetivo del
presente estudio fue disefiar y caracterizar microcapsulas de pectina, con goma laca y
alginato de sodio como encapsulantes. El estudio se planteé en dos fases, en la primera
se disefiaron las microcapsulas de pectina y en la segunda se evaluaron las
microcapsulas In vitro. Las microcapsulas fueron elaboradas por el método de extrusion,
se utilizé un encapsulador BUCHI-390. La morfologia de las microcdpsulas se evaluo por
microscopia electronica de barrido. . En la liberacion de acido D- galacturénico, los
tratamientos fueron: T1: Pectina + alginato + goma laca con aspersion de goma laca. T2:
pectina + alginato + goma laca con bafio de goma laca. T3: pectina + alginato con
aspersion de goma laca. T4: pectina + alginato con bafio de goma laca. T5: pectina sola.
Las microcapsulas presentaron formas irregulares con variacion de tamafo. Se evaluo
el efecto del polimero (goma laca/ alginato) sobre la cantidad de pectina liberada en base
a la concentracion de acido D- galacturdnico. El T3 presenté mayor (P<0.05) liberacién
de acido D- galacturonico a pH =3 indicando una mejor disponibilidad de pectina a nivel
intestinal. Por lo tanto el método de extrusién resulta una alternativa viable para elaborar

microcapsulas de pectina.

Palabras clave: pectina, microcapsulas, goma laca, alginato de sodio.



DESIGN OF PECTIN MICROCAPSULES PROTECTED WITH RUBBER LACA-
SODIUM ALGINATE WITH SENSITIVITY OF DEGRADATION TO THE INTESTINAL
pH OF RUMINANTS

Guadalupe Toriz Cerén, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Pectin is a polysaccharide present in food, used as a gelling agent, thickener and
stabilizer. The basic structure of the pectin is an anhydro-D-galacturonic acid chain with
a 1,4-bonds with methylated carboxyl groups (COOH). These methylated groups allow
the pectin to form a viscous gel, which binds with B-carotene and probably reduces the
yellow color of the covering fat in the bovine carcass. The objective of the present study
was to design and characterize pectin microcapsules, with shellac and sodium alginate
as encapsulants. The study was proposed in two phases, in the first the pectin
microcapsules were designed and in the second phase the in vitro microcapsules were
evaluated. The microcapsules were elaborated by the extrusion method, a BUCHI-390
encapsulator was used. The morphology of the microcapsules was evaluated by scanning
electron microscopy. . In the release of D-galacturonic acid, the treatments were: T1:
Pectin + alginate + shellac with shellac spray. T2: pectin + alginate + shellac with a shellac
bath. T3: pectin + alginate with shellac spray. T4: pectin + alginate with shellac bath. T5:
pectin alone. The microcapsules had irregular shapes with variation in size. The effect of
the polymer (shellac / alginate) on the amount of pectin released based on the
concentration of D-galacturonic acid was evaluated. The T3 showed higher (P <0.05)
release of D-galacturonic acid at pH = 3 indicating a better availability of pectin at the
intestinal level. Therefore, the extrusion method is a viable alternative for making pectin

microcapsules.

Key words: pectin, microcapsules, shellac, sodium alginate.



AGRADECIMIENTOS

Al Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, por formarme y darme las herramientas

necesarias para alcanzar esta meta.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y Consejo Mexiquense de

Cienciay Tecnologia (COMECYT) por el apoyo econémico recibido.

A mi profesor consejero el Dr. Efrén Ramirez Bribiesca y a mis asesores, Dra. Leonor Miranda
Jiménez, Dra. Hilda Araceli Zavaleta Mancera, Dra. Rosy Gabriela Cruz Monterrosa, Dr.
Jesus Alberto Ramos Juarez, y Dr. David Hernandez Sanchez por su valiosa colaboracién en
la realizacién de esta investigacion.

A la Dra. Maria Magdalena Crosby Galvan y a la Ing. Margarita Crosby Galvan, por sus
conocimientos compartidos y apoyo en la realizacién de este proyecto de investigacion.

Al Laboratorio Nacional de Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia (LINAN)
asociado a la Division de Materiales Avanzados (DMAv) del Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologia (IPICYT) por las observaciones realizadas en el Microscopio ESEM FEI-

QUANTA 200.

A todos y cada uno de los Profesores del Colegio de Postgraduados con quienes me forme

académicamente.

Al Equipo Secretarial del Programa en Ganaderia, por su disposicion y apoyo en tramites

académicos y administrativos.

Finalmente agradezco a todas esas personas que aportaron en gran forma durante mi

investigacion.

Vi



DEDICATORIA

A Dios y a la Virgen por haberme dado la vida, pero sobre todo por haberme dado el

regalo més hermoso de la vida, mi familia y mi hija.

A mis padres Maria Isabel Cer6n Gonzalez y Carlos Toriz Monroy por haberme forjado
como la persona que soy en la actualidad; muchos de mis logros se los debo a ustedes
entre los que incluye este. Me formaron con reglas y con libertades, pero al final de
cuentas, me motivaron constantemente para alcanzar mis anhelos, gracias por su amor

incondicional.

A mis hermanos Adriana Berenice Toriz Cerén y Carlos Ernesto Toriz Cerdn por estar
siempre presentes aportando buenas cosas a mi vida, por los grandes lotes de felicidad,

por brindarme su apoyo y estar siempre conmigo.

A mi sobrino Hadriel Luna Toriz que siempre esta conmigo para alegrar mis dias con
Sus ocurrencias, por todo su apoyo y carifio que son una gran bendicidén, qgue dan muestra

de las buenas cosas que un sobrino tiene para ofrecer.

A mi hija Alba Guadalupe Toriz Cerdn por ser mi pequefio amanecer y la motivacion de
seguir luchando y salir adelante, por ensefiarme lo que es el verdadero amor, por todo
tu afecto y carifio, por cada sonrisa que me das, gracias por ser el detonante de mi

felicidad.

vii



CONTENIDO

RESUMEN ..ot e et e e e e et e e e et et e e e e e et e e e e enaan s v
AB ST R A T e et e e e n s %
AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e e e e ennans Vi
DEDIC ATORIA et e e s vii
LISTA DE CUADROS ...ttt e e e e e e e e e e e e e n e e e ennn e eeees X
LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e s Xi
1 INTRODUGCCION ....ooiiviiteeee ettt ettt e e e e eae e e eeeaeeae s 1
2 REVISION DE LITERATURA Lottt e e e e eees 3
2.0 PBCHINGL ... 3
2.1.1 EStruCtura de 1a PECTINA. ... ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
2.1.2 Efecto de la pectina en animales domésticos y humanos .............ooccvvvevveeeennn. 5
2.2 MICTOENCAPSUIACION......ciiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e et e e e e e e e e e enes 6
2.3 Técnicas de MIiCroeNCaPSUIACION .........cooiiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.3.1 ProCES0S QUIMICOS ....eeeiiieeeiiiiiiiieiee e e e e e e e ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e annnneneeeeaeens 11
2.3.1.1 COBCEIVACION ...ttt ettt e e e e e e e e e 11
2.3.1.2 CO- CrISLANIZACION .....eeiiiieieie e 12
2.3.1.3 Atrapamiento €N lIPOSOMAS .........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 13
2.3.1.4 INCIUSION MOIECUIAT ......ciiiiiiiiiiieee e 14
2.3.2 PrOCES0S MECANICOS ...ceeieiiiiiiiiiiiiiieeae e e e e ettt et e e e e e e s e b e e e e e e e e e e anianbeeeeeaeeas 15
2.3.2.1S€CAU0 POI ASPEISION.....uuuuieieeeeieeieetiie et e e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeannes 15
2.3.2.2 Aspersion por enfriamiento o congelamiento ...........ccccoovvvviiiiiiieieeeeeeeenn, 17
2.3.2.3 EXITUSION ...ttt 18

2.4 Materiales de encapSUIACION ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
2.4 L AIGINAEO ... 20
2.4.2 GOMA JACA. ... i 24
2.5 Caracterizacion de mMiCrOCAPSUIAS. .........uuuuruururiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenannanaane 25

viii



2.5.1 Tamafio de MICIOCAPSUIA .......iiieeeiieieeice e e e e e e e e e eeanaes 25

2.5.2 Morfologia Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)..........ccccccceeeiieeeeieennnn, 26
2.5.3 indice de polidispersibilidad. ..............ccvecveieiieieiieee e 27
BIUSTIFICACION ..ottt ettt ettt et e et e e s e e e eaeseeeaeeee s 28
A HIPOTESIS ..ttt bbbttt 29
S OBUIETIVOS . et e e nee 30
5.1 ODJELIVO GENETAL ...ttt 30
5.2 ODjJEtiVOS PAITICUIAIES ........uuuiiiiiiiiiiiiii e 30

6 MATERIAL Y METODOS ...ttt e e e e eaba e e aees 31
6.1 LOCAIZACION. ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e s 31
6.2 MICTOCAPSUIAS ...ttt ettt e e e e e e s ettt e e e e e e e e e e nanb e eeeeaens 31
B.2. 1 IMALEIIAIES ... 31
6.2.2 Obtencion de microcdpsulas de PeCtiNG...........ccevveeiiiiiiiiiiiiiiieee e 32
6.3 Caracterizacion de mMIiCroCaAPSUIAS. ..........uuiiiiiieiiiiiiee e 36
6.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)..............ciiiiiieiiiiiiiiiee e 36

7 DISOLUCION DE MICROCAPSULAS ....ooveveeeceeeeeeeee e 38
7.1 Preparacion de soluciones BUfEr..............oiiiii i 38

7.2 Prueba de disolucion a diferente pH y eficiencia de encapsulacion de la pectina 39

8 ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO EXPERIMENTAL ..c.oooveiveieiecieceeeeeee e 44
9 RESULTADOS Y DISCUSION ...ttt ettt 45
9.1 MICroCaPSUIAS 08 PECHING. ... .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb eaaenennes 45
9.2 Estudios de liberacion de pectina en funcion del pH...........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 50
10 CONCLUSIONES ... oot e e e e e e e e e e e eaa s 54
11 LITERATURA Cl T AD A ettt e e e e e e e e e e eaaa s 55



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Aplicaciones de la encapsulacién en diferentes areas de ciencias
VL] = L= L 7
Cuadro 2 Materiales de encapSUulaCioN. ........ccoiiiiiiiiiiiiiie e 19
Cuadro 3 Aplicacion de alginato para la microencapsulacion de probidticos
agregados @ aliMENTOS. ... e e e e eeaee 23
Cuadro 4 Porcentaje de liberacion de Pectina como acido D-galacturdnico en

cuatro preparaciones de miCroCapsulas. .......cccccceeeieiieeeeeeieiiiiie e, 51



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura basica de las sustancias pECtiCas. .......ccccceeevrrvveiviiiiiiiieeeeeeennnns 4
Figura 2. Diferentes estructuras de las miCroCapsulas. ..........ccccevvvveviviiiiiieeeeeeeennnns 10
Figura 3. Formacion de microcapsulas por coacervacion compleja............ccuueeee. 12
Figura 4. Atrapamiento €n [IPOSOMA. .....ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 13
Figura 5. INCIUSION MOIECUIAT.........uiiiiiii e eeanes 14
Figura 6. Esquema del equipo de Spray- dryer. .......ccovvveiiiiiiiieeeeeeeeeiceis e e e eeeeanns 16
Lo T L= W =g {0 1= Yo PP 18
Figura 8. Estructura quimica del alginato. .........cccooiiiiiiiiiiiiieiece e 21
Figura 9. Modelo de caja de huevo, que describe la estructura del alginato......... 21
Figura 10. Estructura quimicade lagomalaca. .........ccccccciiiiiiiieiicieecicce e 24
Figura 11. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina..........cccccceeeeeeerviinnnnne. 45

Figura 12. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina elaboradas con

tratamiento uno: pectina+ alginato de sodio+ goma laca con aspersion

AE JOMA JACA. ..vvuiii e 46

Figura 13. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina elaboradas con el

tratamiento dos: pectina+ alginato de sodio+ goma laca con bafo de
JOMA ACA. oo a7

Figura 14. Micrografia (MEB) de microcapsulas d pectina elaboradas con el

tratamiento tres: pectina+ alginato de sodio con aspersion de goma

= Tox- VTR TP 48

Figura 15. Micrografia (MEB) de microcdpsulas de pectina elaboradas con el

tratamiento cuatro: pectina+ alginato de sodio con bafio de goma laca.

Xi



1 INTRODUCCION

La coloracion amarilla en la grasa de cobertura de la canal de rumiantes, se ha convertido
en una limitante en la produccibn de carne de bovino, provocando que la
comercializacion en el mercado disminuya. Esté coloracion esta definida por el consumo
de pigmentos como los carotenoides presentes en la dieta (Cruz-Monterrosa et al.,

2015).

Los carotenoides son liberados del bolo alimenticio por medio de gotas lipidicas en el
estbmago o intestino, formandose asi micelas debido a la accién de sales biliares y
lipasas pancreaticas (Parker, 1996). Estas micelas se difunden por la mucosa duodenal
a través de la membrana del enterocito, por difusion pasiva, similar al colesterol. Los
guilomicrones son los responsables del transporte de los carotenoides desde la mucosa
intestinal hacia el torrente sanguineo via sistema linfatico (Mosquera y Hornero, 2005).
La tasa de deposicion de los carotenoides en érganos y tejidos depende de la absorciéon
selectiva a través de la pared intestinal por una parte, y de su utilizacién y excrecién por

otra (Brenes, 2014).

El B-caroteno es uno de estos pigmentos, y debido a que no todo el B-caroteno ingerido
y absorbido es transformado a vitamina A, el excedente puede circular en la sangre para
depositarse en tejido adiposo y en el higado, los cuales acumulan a esté (Barrén et al.,

2006).

La pectina ha tenido numerosos usos en medicina humana como reductor de colesterol
y desintoxicante, tiene la capacidad de atrapar ciertos compuestos a nivel intestinal,

reduciendo la absorcién de algunos nutrientes(Cruz-Monterrosa et al., 2015), formando



complejos helicoidales con lipidos, siendo la responsable de los efectos dietarios que

favorecen la excrecidn fecal de grasas y sales biliares.

La Microencapsulacion es una técnica mediante la cual sustancias activas son
introducidas en una matriz para impedir su pérdida, con el fin de protegerlos del medio
ambiente, y de interacciones con otros componentes presentes en el alimento, o bien
para controlar su liberacion (Fernandez et al., 2005). La encapsulacion ha permitido
solucionar algunos problemas presentes en la aplicacion de ingredientes o aditivos
alimentarios, como enmascarar sabores indeseados (Favaro et al., 2010) utilizados en

animales.

En la actualidad la microencapsulacion es usada en al ambito de nutricion animal, ya que
se busca incorporar aditivos alimentarios en la dieta para que lleguen intactas a su sitio
de liberacién. El uso de polimeros sintéticos ha garantizado que estos aditivos lleguen
intactos; sin embargo, una desventaja para el uso de estos polimeros es su elevado costo

(Fernandez et al., 2005).

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se plantea usar de goma laca y alginato de
sodio como agente encapsulante, para proteger a la pectina de los microorganismos
durante su paso por el rumen, y se libere a nivel de abomaso y duodeno por accién del
pH acido, donde llevara a cabo su funcion como antagonista de cromdgenos para evitar

la coloracion amarilla en la grasa de cobertura de la canal de rumiantes.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Pectina

La fibra dietaria es la parte estructural de las plantas que no puede ser digerida por el
organismo ya que carece de las enzimas para tal fin. Se clasifica en fibra soluble
(pectinas, gomas, mucilagos y algunas hemicelulosas) y fibra insoluble (celulosa,
hemicelulosa y lignina); la fibra insoluble es la responsable de aumentar el bolo fecal y
ayudar a regular los movimientos peristalticos del intestino, mientras que la fibra soluble
influye sobre los niveles de lipidos plasméticos y protege contra las enfermedades
cardiovasculares (Theuwissen y Mensink, 2008).La pectina se encuentra en mayor
porcentaje en las frutas citricas (naranjas, limones, uvas), en guayaba, manzana y en
vegetales de color verde. En frutas y verduras, las pectinas constituyen un factor
determinante de la textura y firmeza, y por tanto de la calidad del producto (Badui y

Valdés, 2010).

2.1.1 Estructura de la pectina

Es un polisacarido lineal que contiene de 300 a 1000 unidades de acido D-galacturénico
unidas por enlaces glicosidicos a1-4 ademas contiene L-ramnosa, D-galactosa y L-
arabinosa. En la pectina los residuos de acido D-galacturénico pueden estar esterificados
con grupos metilo; si esta esterificacién es mayor del 50% se considera de alto metoxilo

(Cruz-Monterrosa et al., 2015; Fig. 1).
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2.1.2 Efecto de la pectina en animales domeésticos y humanos

Se ha demostrado que el alto consumo de fibra dietaria como pectina presenta beneficios
para la salud, ya que posee propiedades anti-cancerigenas y contribuye a disminuir los
niveles de colesterol en sangre. Se ha establecido que la interferencia de la fibra dietaria
con la absorcion del colesterol consumido en la dieta se debe a la formacion de micelas
en el lumen intestinal que encapsulan &cidos biliares y colesterol aumentando su
excrecion y disminuyendo su reabsorcion; como resultado se incrementa la conversion
hepética de colesterol en acidos biliares, disminuyendo las reservas de colesterol
hepatico (Brown et al., 1992).En estudios realizados en humanos donde se administro
por via oral la pectina en forma de gel por 21 dias, se encontré una disminucion de 5%
de colesterol en sueroy 13% en plasma, al igual que se observé una disminucién de 44
% de la excrecion de grasa en heces y 33% de acidos biliares, pero sin efecto en la

concentracion de triglicéridos.

Con respecto a su uso en nutricion de animales, algunas investigaciones realizadas en
pollos y en animales de laboratorio reportan efectos de la pectina como antagonista sobre
la absorcion de los carotenoides (Erdman et al., 1986). En ratas, la pectina aumenta la
excrecion fecal de lipidos, colesterol y acidos biliares, y disminuye la concentracion de
colesterol sanguineo (Tsai et al., 1976). En animales canulados, captura al 3-caroteno,
por un atrapamiento fisico en el gel de pectina de alto metoxilo formado. Paralelamente,
se observo que la pectina redujo el contenido del colesterol en suero sanguineo en los

animales suplementados (Cruz-Monterrosa et al., 2015).



2.2 Microencapsulaciéon

La microencapsulacion es un método empleado donde el ingrediente funcional o activo,
puede ser un gas, liquido o sélido recubierto por un segundo material para asi formar
una microcapsula (Desai y Jin Park, 2005). Existen diferentes tipos de encapsulados: 1)
Microcapsulas que presentan una definicion marcada entre el nucleo y la pared, las
cuales pueden ser simples (un nucleo) o compuestas (multinicleos), o presentar
monocubierta o multicubierta. 2) Microcdpsulas donde el activo se encuentra disperso o
solubilizado en el interior de una matriz, ambos tipos pueden presentar diferentes formas.
3) Liposomas utilizados en distintas areas de ciencias veterinarias, los cuales se
caracterizan por ser formaciones de micelares a partir de bicapas de fosfolipidos, los
cuales, dependiendo del método utilizado para su preparaciéon, pueden ser pequefios
liposomas, grandes o compuestos por multiples bicapas concéntricas. Los procesos de
encapsulacion fueron desarrollados entre 1930 y 1940, por la National Cash Register
(NCR), los cuales encapsularon un tinte utilizando gelatina como agente encapsulante,

mediante el proceso de coacervacion (Fernandez et al., 2005; Avila, 2011).

La encapsulaciéon ha evolucionado bastante en las ultimas décadas, teniendo diferentes
aplicaciones en la industria alimenticia, ciencias biomédicas, ingenieria, cosmética,
agricultura y en ciencias veterinarias. En el Cuadro 1 se enlistan las aplicaciones de la

encapsulacion en cuatro areas de produccion animal.



Cuadro 1. Aplicaciones de la encapsulacion en diferentes areas de ciencias veterinarias.

Aplicaciones en nutricién

Autor (es) Tipo de microparticula Material activo Efecto
Bontempo et al. (2000 Liposomas a-tocoferol Suplementacion oral
para cerdos
Wang et al. (2009) Nanocompuestos Cromo Suplementacion oral
para cerdos
Wang et al. (2011) Nanoparticulas Cobre Suplementacién oral

para pollos broiler

Sacadura et al. (2008)

Microparticulas

Vitaminas (B)

Suplementacién oral
para bovinos de leche

Garrett et al. (2005a) Microparticulas B1, CyKs Elaboracion de premix
para raciones animales
Piepenbrink y Overton Diferentes tipos de Colina Suplementacién oral
(2003), Hartweel et al. microparticulas para bovinos
(2000)

Marchetti et al. (1995)

Microparticulas

Vitaminas Ey C

Suplementacién oral
para bovinos

Marchetti et al. (1999) Microparticulas Vitaminas Dietas de peces
Huntington et al. Microparticulas y Urea Suplementacion oral
(2006), Xin et al. microcapsulas para bovinos

(2010), Taylor-
Edwards et al. (2009)
Mowat y Deelstra Microesferas y Metionina Suplementacion oral
(1972), Mata et al. microparticulas para corderos
(1995), Wiese et al.
(2003)
Vandenberg et al. microparticulas Fitasa Suplementacion oral
(2011) para trucha arcoiris

Collins et al. (2011)

Liposomas

Aceite de linaza

Suplementacién oral
para trucha arcoiris

Perfield et al. (2004)

Liposomas

Acido linoleico

Suplementacién oral

conjugado para rumiantes
Soto et al. (2011) Macrocapsulas Probiéticos Suplementacion oral
para rumiantes
Yuan et al. (2013) Liposomas Hierro Suplementacion para
roedores
Aplicaciones en medicina veterinaria
Autor (es) Tipo de microparticula Material activo Efecto

Fattal et al. (1991)

Nanoparticulas

Ampicilina

Disminuye infeccion en
ratones por listeriosis y
salmonelosis

Poirier et al. (2002) Liposomas Doxorrubicina Tratamiento de
sarcoma en gatos
Weiss et al. (1993) Liposomas Ribavirina Tratamiento de
peritonitis infecciosa
felina
MacLeod and Liposomas Gentamicina Tratamiento de mastitis
Presscott (1988) en bovinos
Lynn et al. (2004) Liposomas Diclofenaco Analgesia en bovinos
Boscan et al. (2010) Microemulsion Propofol Anestesia en equinos
Klei et al.(1984) Microemulsién Ivermectina Tratamiento de

Strongylus vulgaris en
equinos




Aplicaciones en vacunas

Autor (es)

Tipo de microparticula

Via de administracion

Enfermedad o agente/
especie

Greenwood et al. Nanoperlas Intradérmico Fiebre aftosa/ ovinos
(2008)
Vandammfe et al. Nanoparticulas Oral Vacuna contra fimbrias
(211) de E. coli cerdos
Florindo et al. (2009) Nanoesferas Intranasal Vacuna contra
Streptococcus equi
equinos
Cauchard et al. (2006) Nanoparticulas IM Vacuna contra
Rhodococcus equi
equinos
Hiszczynska et al. Liposoma IM Vacuna contra
(2011) Toxoplasma gondii
equinos
Usui et al. (2003) Liposoma IM Leucemia bovina/ ovina
Amorena et al. (1994) Liposoma IM Mastitis estafilococica/
ovinos
Zhang et al. (2010) Nanoesferas IM Enfermedad de
Newcastle ovinos
Yaguchi et al. (2009) Liposoma Intraocular Colibacilosis aves de
corral
Li et al. (2004) Liposoma Intraocular Vacuna contra
Salmonella enteritidis
aves de corral
Barbour y Newman Liposoma Subcutanea Vacuna contra M.

(1990) gallisepticum gallinas
de postura
Aplicaciones en reproduccion
Autor (es) Tipo de microparticula Material activo Uso

Ghidoni et al. (2008)

Microparticulas

Espermatozoides

Conservacion de
semen/ bovino y ovino

Weber et al. (2006)

Microparticulas

Espermatozoides

Aumento de
fertilidad/hembras
bovinas

Shah et al. (2010)

Microparticula de
alginato y Poli- L- lisina

Espermatozoides

Mantencion de
viabilidad y motilidad
roedores

Ropke et al. (2011)

Liposomas

Espermatozoides

Estabilidad
espermatica/bovinos

Kreeger et al. (2005) Microparticulas ovocitos Mantencion y
maduracién ovocitaria
roedores
Krentz et al.(1993) Microparticulas Embriones Cultivo y obtencion
roedores

(Valenzuela et al. 2013)



El uso de la encapsulacion representa una herramienta eficaz para mejorar la salud del
animal y asegurar una adecuada calidad de los productos destinados al consumo

humano. La encapsulacion es una técnica utilizada en nutricion debido a que:

1. Protege el material nucleo de su degradacion, oxidacion o la degradacion
bacteriana durante su almacenamiento en alimentos.

2. Reduce la reaccién con el medio ambiente durante el paso por el tubo
gastrointestinal en animales no rumiantes y una especie de bypass ruminal en
animales rumiante, elevando la biodisponibilidad de algunos activos.

3. Las caracteristicas del activo pueden ser modificadas (liquido a solido con la
utilizacion de secado por aspersion) facilitando su incorporacion en la dieta y
suplementos, asi como incrementar la aceptacion, palatabilidad y consumo de
alimentos concentrados para animales.

4. Se utiliza para controlar la liberacion de una sustancia en un determinado sitio del

tracto gastrointestinal (Betoret et al., 2011; Nedovic et al., 2011).

Dentro del término microencapsulacion existen las microcapsulas, microparticulas y
nanocapsulas (Islas, 2002). El término de microcapsula se refiere a particulas de tamafio
de 1 pum hasta 5000 um, mientras que en el término de nanocpsula encontramos

particulas menores de 1 um (Reyes, 2010).



Las microcapsulas se componen de un ingrediente o de la combinacion de varios
ingredientes como son: azucares, gomas, proteinas, polisacéaridos, lipidos o de polimero
sintéticos, los cuales protegen el nucleo. Estas presentan diferentes estructuras (Fig. 2),
como por ejemplo tenemos las que tienen forma esférica, otras de forma irregular, con
multipared o diversos ndcleos en una misma estructura o microcapsulas de tipo matricial

(Islas 2002; Avila 2011).

Figura 2. Diferentes estructuras de las microcapsulas.
a) forma esférica; b) forma irregular; c) forma multinacleo; d) forma multipared y e)

forma matricial (Avila, 2011).
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Existen diversos métodos utilizados para la produccion de microcapsulas, los cuales,

pueden ser divididos en (Fernandez et al., 2005):

e Procesos fisicos: secado por aspersion, extrusion y recubrimiento por aspersion.
e Procesos fisico quimicos: coacervacion simple o compleja y atrapamiento de
liposomas.

e Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusién molecular.

La seleccién del proceso de encapsulacion dependera del tamafio de la particula, las
propiedades fisicoquimicas de encapsulante y la sustancia a encapsular, el mecanismo

de liberacion deseado y el costo.

2.3 Técnicas de microencapsulacién

Las técnicas de encapsulacion pueden ser divididas en dos grupos: quimicos y

mecénicos (Huertas, 2010; Villena et al., 2009).

2.3.1 Procesos quimicos

2.3.1.1 Coacervacion

Consta de un soluto polimérico separado en forma de pequefias gotas liquidas, que
constituye el coacervado. La deposicion de este coacervado alrededor de las particulas
insolubles dispersas en un liguido forma capsulas incipientes, que por una gelificacion
forma las capsulas finales. Esta técnica puede ser simple o compleja (Fig. 3),(Guevara
et al., 2008) y ha sido utilizada para la produccion de microcapsulas de alcohol polivinilo,

gelatina-acacia y varios otros polimeros (Huertas, 2010). La coacervacion se puede
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iniciar por distintas formas: cambios de pH, temperatura o adicion de una sal i6nica

(Fernandez et al., 2005).

Optional inserts

Feed for the encapsulant Crosslinking
(Matrix materials)  D'ePersing / Mixing o, 00
Meiting / Dissolving Gum arabic = O O O
in aqueous solution A‘g;"" 00
Washing
i l\ O 0 0 Cool down E—

0 O (slowty) P S

\ﬂ S i ol microscapsules
_ Gelatin solution v \ .

-

50°C

Figura 3. Formacién de microcapsulas por coacervacion compleja.

(Yumpu.com, 2014)

2.3.1.2 Co- cristalizacién

Es un proceso donde dos ingredientes son incorporados en un conglomerado poroso de
microcristales de sacarosa formados por cristalizacion espontanea. La co-critalizacion
es una alternativa flexible y econémica, por ser un procedimiento simple, numerosos
productos pueden ser encapsulados como jugos de frutas, aceites esenciales,
saborizantes, etc. Durante el proceso, el liquido saborizado es transformado en granulos

secos (Huertas, 2010).
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2.3.1.3 Atrapamiento en liposomas

Son una unica o multicapa de fosfolipidos conteniendo cualquier componente lipofilico
(Fig. 4). Se describe como vesiculas que se forman cuando peliculas de fosfolipidos son
dispersadas en un medio acuoso, son selectivamente permeables a iones. Materiales
hidrofdébicos e hidrofilicos pueden ser atrapados en liposomas que también pueden ser
utilizados para la liberacion de vacunas, enzimas y vitaminas. La liberacidén del principio
activo se realiza por difusién a través de la bicapa, por destruccion de la vesicula, por
medio de una concentracién critica de iones de calcio o por un cambio de pH (Huertas,
2010). Existen tres tipos de liposomas: multilamelar, vesiculas de un compartimiento y
macrovesiculas. La sonicacion forma un solo compartimiento de vesiculas, mientras que

las macrovesiculas se forman por inyeccion de soluciones de lipido en un buffer de

e Prir:lcipio ) 000
nidrosoluble 9
'::i’qcipilobl fg 3
activo ? 0

o)

liposoluble %

fosfatos (Fernandez et al., 2005).

Figura 4. Atrapamiento en liposoma.

(lidiaconlaguimica.wordpress.com, 2015)
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2.3.1.4 Inclusion molecular

Esta técnica es definida como el resultado de interacciones entre componentes en los
cuales una pequefia molécula se ajusta dentro de otra y es rodeada por la forma circular
de la otra molécula que es el agente encapsulante (Fig. 5). A través de este proceso se
pueden proteger sabores y otros ingredientes sensibles al calor que son adicionados en
alimentos (Huertas, 2010). La inclusion molecular utiliza beta-ciclodextrinas para el
atrapamiento de moléculas, estas ciclodextrinas tienen un centro hidrofébico mientras

que la superficie exterior es hidrolfilica (Fernandez et al., 2005).

d-Limonene

Inclusion
complex

Figura 5. Inclusion molecular.

(Kagawa University, Food Engineering Lab.)
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2.3.2 Procesos mecanicos

2.3.2.1Secado por aspersion

El secado por aspersion es un método muy utilizado debido a que es un método
econdmico y efectivo en la proteccion de los materiales (Fernandez et al., 2005), es un
meétodo capaz de transformar una disolucion, una emulsién, una suspension o una
dispersion liquida en un producto seco y estable. Esencialmente consta de tres etapas

(Yepez, 2013):

1. Elliquido (ingrediente activo, vehiculo y encapsulante) se introduce en el equipo
por medio de una bomba y se atomiza.

2. Eliminacion del disolvente dentro de una corriente de aire caliente, provocando
que las particulas atomizadas se sequen y atrapen la molécula del principio
activo.

3. Las particulas son depositadas en vasos o recipientes cerrados (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema del equipo de Spray- dryer.

(Yepez, 2013).

Las principales variables del proceso de spray drying son:

1. El caudal del liquido de entrada, es regulado por una bomba peristaltica.
2. El caudal de aire de atomizacion suministrado por un compresor. Este caudal
afecta a la atomizacion.

3. Temperatura y humedad del aire de entrada al cilindro de atomizacion.

La influencia de estas variables afecta la humedad del producto, el rendimiento de
produccion, la temperatura de salida y el tamafio de particula (Yepez, 2013). Una

variante del secado por aspersion consiste en enfriamiento o congelamiento, donde el
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material a encapsular se mezcla con el transportador y es atomizado por medio de aire
frio. Las microcapsulas son producidas por nebulizacion de la emulsién que contiene el

material de recubrimiento y la sustancia activa (Castarieta et al., 2011)

2.3.2.2 Aspersion por enfriamiento o congelamiento

La aspersién por enfriamiento y congelamiento es una variante del secado por aspersion,
donde el material a encapsular es mezclado con el acarreador y es atomizado por medio
de aire frio (Fernandez et al., 2005). Las microcapsulas son producidas por nebulizacion
de la emulsion o suspension que contiene el material pared y la sustancia activa puede
ser sdlida o liquida. En la aspersion por congelamiento, el material de cubierta es
derretido y atomizado a través de una boquilla de neumatico en un vaso, generalmente
este contiene un bafio de hielo de diéxido de carbono (CO2), (temperatura -50 ° C) en
una cama fluidizada derretida. Asi, las gotas se adhieren sobre las particulas y forman
una pelicula de cubierta solidificada (Huertas, 2010). Las coberturas usadas por lo
general son aceites vegetales en el caso de aspersion por enfriamiento o aceite vegetal

hidrogenado en la aspersion por congelamiento (Fernandez et al., 2005).
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2.3.2.3 Extrusion
Es la técnica més estudiada y antigua para producir capsulas debido a su bajo costo, el

método de extrusion consiste en producir pequefias gotas de material encapsulado,
donde la solucion pasa através de una boquilla en los dispositivos generadores de goteo
(Fig. 7). El tamafio de las capsulas dependera del diametro de salida de la solucién
(Pérez-Leonard et al., 2013). Una de las desventajas de la técnica es la baja capacidad
de produccion y el gran tamario de las particulas que se obtienen (De Araujo et al., 2015;

Pasin et al., 2012).

Figura 7. Extrusion.

(Yumpu.com, 2014).
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2.4 Materiales de encapsulacién

Anteriormente los materiales de encapsulacion se consideraban no viables, sin embargo

ahora son posibles; existe una amplia gama de materiales para cobertura que pueden

ser utilizados para encapsular ingredientes, donde tenemos ceras, maltodextrinas,

almidones y gomas (Cuadro 2) (Avila, 2011).

Cuadro 2 Materiales de encapsulacion.

Tipo de material de pared

Material especifico

Gomas

Carbohidratos

Lipidos

Proteinas

Goma arabiga, goma xantana,
alginato de calcio, carragenina.
Almidén modificado, jarabe de maiz,
dextrinas, maltodextrinas, pectinas,

quitosano, sacarosa, inulina.

Ceras, parafinas, acido estearico,
monoglicéridos, diglicéridos,
aceites, grasas.

Gluten, caseina, grenetina,

albumina, colageno.

(Avila, 2011)

La eleccion del material para cobertura es de suma importancia para mejorar la eficiencia

de la encapsulacion y estabilidad de las microcdpsulas. Los criterios de seleccion del

material de pared se basan principalmente en las propiedades fisicoquimicas como son:

solubilidad, peso molecular, formacion de pelicula, propiedades emulsificantes o el

tamano de particula (Gharsallaoui et al., 2007; Pérez-Leonard et al., 2013).
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2.4.1 Alginato

Los alginatos son sales del acido alginico que pueden ser formadas con Na, K, Mg, Ca,
entre otros, formando sales con diferentes grados de solubilidad en agua, lo cual confiere
diversos grados de viscosidad. Este polimero tiene numerosas aplicaciones en las
industrias alimentarias y farmacéuticas, su aplicacién depende de cuatro propiedades
principales, 1) su habilidad como espesante al disolverse en agua, 2) capacidad de
retener agua, 3) habilidad de formar un gel a partir reacciones quimicas de intercambio
i6nico y 4) propiedad de formar peliculas (Rhein-Knudsen et al., 2017; Avendafo-
Romero et al., 2013). El alginato se puede extraer de algas marrones como Macrocystis
pyrifera, Ascophyllum nodosum, Laminaria hyperborean. El alginato es un polisacarido
compuesto por acido 3- D-manurénico (M) y acido a-L-gulurénico (G) unidos por enlaces
glucosidicos en 1-4 (Ben Messaoud et al., 2016; Castilhos et al., 2017) (Fig.8). Los cuales
se agrupan en secciones constituyendo homopolimeros tipo bloques G (-GGG-), bloques
M (-MMM-) o heteropolimeros en donde los bloques M y G se alternan (-MGMG-),
dependiendo de la fuente de algas, temporada de cosecha y ubicacion geografica de la
fuente de algas. El alginato forma geles en presencia de iones de calcio, los cuales se
unen principalmente a las cadenas de bloques GG del alginato formando una red de gel

llamada "caja de huevo” (Rhein-Knudsen et al. 2017; Avendafio- Romero et al., 2013)

(Fig. 9).
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Figura 8. Estructura quimica del alginato.

B- D-manurénico (M) y acido a-L-gulurénico (G) (Castilhos et al., 2017).
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Figura 9. Modelo de caja de huevo, que describe la estructura del alginato.

(Avendafio-Romero et al., 2013).
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El alginato tiene varios usos en la industria alimentaria, como agente estabilizador es
usado en la fabricacion de helados, reduciendo la formacion de cristales de hielo durante
la congelacion, como espesante es (til en salsas, jarabes y rellenos de pasteles, es
usado en mezclas agua-aceite en la elaboracion de mayonesa y aderezos por su
capacidad emulgente. El alginato permite producir geles independientes de la
temperatura y proteger compuestos encapsulados de factores adversos como el calor o
la humedad, mejorando la estabilidad y biodisponibilidad. En la microencapsulacién se
ha empleado para proteger: vitaminas, minerales, acidos grasos, microorganismos
probidticos, proteinas, aminoacidos, fibras y enzimas. La microencapsulacion ha
permitido inmovilizar bacterias probidticas en una matriz de alginato con la finalidad de
proteger y mejorar la biodisponibilidad de los microorganismos en los productos

alimentarios y el tracto intestinal (Cuadro 3) (Avendafio-Romero et al. 2013).

El polimero se ha utilizado para la encapsulacion de células (islotes pancreaticos, células
recombinantes) y se ha elaborado en diversas formas para la regeneracién de tejido

neural, incluyendo tubos, esponjas e hidrogeles liofilizados (Lin et al., 2017).
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Cuadro 3 Aplicacion de alginato para la microencapsulacion de probiéticos agregados a

alimentos.
Bacterias Matriz Aplicacion en
alimentos
Lactobacillus Alginato Leche, queso feta
acidophilus

Bifidobacterium lactis
Lactobacillus Alginato
acidophilus

Bifidobacterium bifidum

Lactobacillus plantarum Alginato
Lactobacillus Alginato/ pectina/
acidophilus quitosano

Bifidobacterium lactis
Lactobacillus casei Alginato
Bifidobacterium lactis
Lactobacillus Alginato
acidophilus
Bifidobacterium
Lactobacillus Alginato /almidon
acidophilus
Lactobacillus

acidophilus

Queso kasar y blanco

Yogur

Leche fermentada

Helados

Postres congelados

Yogur

(Avendafno-Romero et al., 2013)
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2.4.2 Goma laca

La goma laca es un polimero natural, no toxico que se obtiene de la secrecion resinosa
de la hembra Kerria laca, insecto parasito de los arboles, el cual produce principalmente
cera (6-7%), resina dura soluble en etanol (70-80%) y (4-8%) de colorantes solubles en
agua (Lu etal., 2014) . La resina se compone principalmente de una mezcla acidos
alifaticos y aliciclicos (Morales et al.,, 2017a; Limmatvapirat et al., 2004) (Fig. 10).La
fraccion alifatica contiene acido aleuritico como componente principal mientras que la

fraccion aliciclica consiste en acido sheloico. (Labuschagne et al., 2016).

CH,OH CH,OH CH,0H (|?H.-OH
CH CH CHa)s ,f-ﬁ__,h
CHOH CHOH CHOH CHOH
| | |
CHOH CH CH CH
|
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(CHz)s
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CHOH
H,LC)y
x=0 QH o i
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Re J Y 0 R=CHO. R = CH.OH acido jalarico
SN = ' = 2
—t ; R=CHO, R'= CHJ acido laccijalarico
{ b e
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Figura 10. Estructura quimica de la goma laca.

Poliésteres (a), ésteres simples (b) (Limmatvapirat et al., 2004).
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La goma laca no es soluble en agua, sin embargo puede prepararse cuando el pH es
mayor de 7 (Morales et al., 2017a). Debido a sus excelentes propiedades de formacion
de pelicula y proteccion, no toxicidad y biodegradabilidad, es usada como sellantes,
material aislante y material de recubrimiento en la industria alimentaria y farmaceéutica.
Debido a estas propiedades, la goma laca ha adquirido un gran interés para desarrollar
varios tipos de capsulas tales como microesferas de goma de calcio preparadas por
emulsion- precipitacién, macrocéapsulas de pectinato y microcapsulas rellenas de liquido
recubiertas por extrusion, secado por aspersion y coprecipitacion (Ben Messaoud et al.,
2016). Se ha utilizado como proteccion contra la humedad en los farmacos,
administracion controlada de los farmacos y recubrimiento entérico de los farmacos

(Soradech et al., 2012).

2.5 Caracterizacion de microcapsulas

2.5.1 Tamafio de microcapsula

La teoria de Stokes- Einstein es la base para medir el tamafio de particula utilizando la
espectrofotometria de correlacién de fotones. De acuerdo a esta teoria el tipo de
movimiento o la velocidad de las particulas, dependera de la viscosidad, temperatura y
tamafo molecular del medio donde se encuentran suspendidas. La interaccion de las
particulas con el medio, provocaran un movimiento irregular y aleatorio, este movimiento

se conoce como movimiento Browiano (Romero, 2008).

Las técnicas de dispersion de luz son un punto de apoyo para determinar el tamafio de
particula y su distribucion. La medicion del tamafio de particula utilizando la

espectrofotometria de correlacion de fotones requiere diluir las dispersiones de particulas
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menores a 6 um de diametro. La espectrofotometria de correlacion de fotones mide la
velocidad de una particula en movimiento y correlaciona esta velocidad con su tamafio

(Williams y Vaugh, 2007).

2.5.2 Morfologia Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La morfologia y tamafio de particula se evalian con Microscopia Electronica de Barrido,
este equipo permite la observacion y caracterizacion de materiales en una resolucion de
3 nm, utiliza electrones secundarios en lugar de fotones para formar imagenes de objetos
diminutos. El microscopio electrénico funciona con un haz de electrones generados por
un cafdn electronico, los electrones son acelerados a un alto voltaje y focalizados por
medio de lentes magnéticas. El microscopio electrénico puede lograr una resolucion
mucho mayor que un microscopio 6ptico, debido a que la longitud de onda de los

electrones es mucho mas corta que la luz(Stefanaki, 2008).

El microscopio electrénico de barrido es el mejor método adaptado al estudio de la
morfologia de las superficies. Las lentes objetivas del MEB generan una imagen
desmagnificada y un haz de electrones que se barre sobre la superficie de una muestra

conductora de electricidad (Renau y Faura, 1994).

El MEB de alto vacio requiere que la muestra esté seca y sea conductora. Para hacer
gue la muestra sea conductora, se puede cubrir con oro o paladio, el cual se ioniza en

un ionizador de metales bajo condiciones de alto vacio (Williams y Vaugh, 2007).
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2.5.3 Indice de polidispersibilidad

El indice de polidispersidad (del inglés polydispersity index, PDI) es una medida de la
homogeneidad de las particulas y oscila entre 0 y 1. Cuanto mas se acerque a cero la
polidispersidad, esta es mas homogéneas seran las particulas de la suspension

(Romero, 2008). EI indice de polidispersidad es un pardmetro obtenido de manera

simultdnea con el tamafo de particula. Provee informacion sobre la muestra: valores

cercanos a 0 indican que la muestra es monodispersa asi como valores cercanos a la
unidad indican que la muestra presenta gran variedad de tamafios (Lancheros et al.,

2014).
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3 JUSTIFICACION
Esta demostrado que la infusion de pectina antagoniza la absorcion del 3-caroteno en el
tracto digestivo (Cruz-Monterrosa et al., 2015). Por tal motivo, la microencapsulacion de
pectina con combinaciones de goma laca y alginato de sodio, la protegera de los
microorganismos del rumen, disocidndose a pH menor de 5 y se liberara en el intestino

de los rumiantes para antagonizar los B-carotenos con la unién de pectina.
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4 HIPOTESIS
La combinaciobn de goma laca y alginato de sodio protegera a la pectina de la
degradacion ruminal y se liberar& en el intestino por la accion del bajo pH en el abomaso

para actuar como antagonista en la absorcion de los B-carotenos a nivel intestinal.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Disefiar y produccion de microencapsulados de pectina que resistan la degradacion a
pH en el intervalo de 6.0 a 7.0 (simulando las condiciones del rumen) y sean degradados

a pH de 3.0 a 4.0 (simulando el intestino)

5.2 Objetivos particulares

1. Disefiar y produccién de y caracterizar microcapsulas elaboradas con pectina.

2. Evaluar la resistencia in vitro de las microcéapsulas de pectina a pH similar al fluido
ruminal.

3. Evaluar la degradabilidad in vitro de las microcipsulas de pectina con pH similar

al intestino.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Localizacion

El estudio se realizd en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en el
municipio de Texcoco, Estado de México. Las microcapsulas se elaboraron en el Médulo
de Nanotecnologia y se identificaron en el laboratorio de Nutricion Animal del Postgrado

de Ganaderia, en la Unidad de Microscopia Electronica (UME) y en el IPICYT.

6.2 Microcapsulas

6.2.1 Materiales

Se utilizé pectina citrica (con 69% de grado de esterificacion, Cargill ®) como el material
a encapsular. Agentes encapsulantes: alginato de sodio (AS: CsH7OesNa. Sigma®) y
goma laca (GL: CEDROSA). Con la experiencia de pruebas preliminares, se plantearon

los siguientes tratamientos:

Grupo 1. La GL se incluyé en la mezcla de preparacion y en la cubierta de las
microcapsulas:

Tratamiento 1 (T1): Se mezclaron 8 g de pectina + 5.2 de AS + 2 g de GL (disuelta en 30
mL de alcohol etilico) en 400 mL de agua desionizada. Una vez formadas las
microcapsulas, se cubrieron con una capa de GL por inmersion.

Tratamiento 2 (T2): Microcapsulas formadas con los mismos ingredientes del tratamiento
1, fueron cubiertas con GL por aspersion.

Grupo 2. No se incluyo la GL en la mezcla de preparacion. Solo se usé GL en la cubierta

de las microcapsulas:
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Tratamiento 3 (T3): se mezclaron 8 g de pectina + 5.2 de AS en 400 mL de agua
desionizada. Se formaron las microcapsulas y se cubrieron con una capa de GL por
inmersion

Tratamiento 4 (T4): Microcapsulas formadas con los mismos ingredientes del tratamiento
3, fueron cubiertas con GL por aspersion.

Grupo 3. Tratamientos de referencia

Tratamiento 5: Testigo. Incluyé 8 g de pectina sin encapsular en 400 mL de agua
desionizada.

Tratamiento 6. Blanco. Incluyé 400 mL de agua desionizada.

6.2.2 Obtencion de microcapsulas de pectina

Las microcapsulas se prepararon con método de extrusion, utilizando un encapsulador
B- 390 BUCHI, a frecuencia de 810 Hz, con 28.3 °C y presion de 677 a 718 mbar. Las
microcapsulas se captaron en una solucion de CaClz, secandose a temperatura ambiente
(24- 27 °C). La capa de GL aplicada después de formarse las microcapsulas se realizo
con un atomizador (250 ml) con 4 aspersiones continuas (0.5 ml por aspersién en 8g de
microcapsulas), homogenizando constantemente la muestra. Mientras en los
tratamientos con GL por inmersion, se introdujeron 8 g de microcapsulas en 30 mL de la

solucion (alcohol y GL) por 5 minutos.
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Alginato de
sodio

Pectina

Agua
deionizada

Solucién con goma laca

Microencapsulador Buchi-390
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Cloruro de calcio Microcépsulas de pectina Microcéapsulas de pectina
himedas secas

Microcapsulas de pectina Aspersion de goma laca Microcapsulas de pectina
secas secas con aspersion de
goma laca
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Microcapsulas de pectina
secas

Bafio con goma laca

Microcapsulas de pectina
secas con bafio de goma
laca
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6.3 Caracterizacion de microcapsulas

6.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La morfologia de las microcapsulas se evalué con un microscopio electréonico de barrido
de alto vacio (JSM 6390, JEOL Japon-) a 10 Kev en la Unidad de Microscopia
Electrénica del Colegio de Postgraduados y en un Microscopio Electronico ESEM FEI-
QUANTA 200 (Fei- Termolab, USA) operado en modo de bajo vacio y electrones
secundarios+electrones retrodispersos a 20 keV. Las microcapsulas se colocaron en el
porta-muestras de latdon con una cinta conductiva doble adhesiva de carbon y para el
caso del microscopio jsm 6390 las microparticulas se recubrieron con oro/paladio en una

ionizadora de metales (lon Sputter JFC-1100).

Porta muestras de laton
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Colocacion de
microcapsulas de pectina en
microscopio electrénico de
barrido

Microcapsulas de pectina
con bafio de oro

Microscopio electronico de
barrido
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7 DISOLUCION DE MICROCAPSULAS

7.1 Preparacién de soluciones bufer

a) Se disolvi6 NaHCOs, Na2HP47H20, KCI, NaCl y MgS04.7H20 en 2 L de agua
destilada para preparar la saliva McDougall y se ajusté el pH a 7.0 y 5.0 con acido
aceético.

b) Para el bufer del pH 3.0 se mezclaron 10.211 g de talato 4cido de potasio en 200
mL de agua y 0.614 mL de HCI, de los cuales se tomaron 50 mL del talato &cido

de potasio y 20.3 mL de HCI para aforar a 200 mL.

Bafer pH 7, pH 5y pH 3.
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7.2 Prueba de disolucion a diferente pH y eficiencia de encapsulacion de la pectina

Se pesaron 0.5 g de las muestras de microcapsulas y se agregaron 25 mL de cada bufer.
Los tubos se colocaron en el digestor Daisy (ANKOM. Technology. Fairport. NY-USA) a

temperatura de 39°C (simulando la del rumen) con agitacion circular constante.

Microcapsulas de pectina Digestor Daisy

Se tomé una alicuota de 250 pL a los 15 miny a la hora y se coloco en bafio de hielo

en una placa de agitacion magnética para realizar una digestion acida.

Alicuota de las
microcapsulas de pectina
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A cada alicuota se le afadi6 1 mL de acido sulfurico concentrado (H2SOa4) y se

mantuvo en agitacion magnética por 10 min, esta operacion se repitié una vez.

Acido sulfarico

Se agregaron 500 pL de agua destilada, se mantuvo en agitacion 10 min y se repitio
la adicion de 500 pL de agua destilada, ahora con agitacion durante 20 min.

Finalmente se afiadieron 7 mL de agua destilada, se agitd y se enfrio en hielo.

Agua destilada
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A partir de la muestra digerida se tomé una alicuota de 0.1mL de cada tubo, se
colocaron en bafio de hielo y se les afiadieron 2 mL de una solucion de 0.5% de

borato de sodio en H2SO4 concentrado.

Muestra digerida Muestra digerida con borato
de sodio

La mezcla se agité en vortex y se colocé en bafio de agua hirviendo por 5 min. Una
vez pasado el tiempo de ebullicion, los tubos se enfriaron en hielo, se agregaron 40
pL de m-fenifenol (a concentracion del 0.15% en hidréxido de sodio al 0.5%). Se

agitaron en vortex y se reposaron por 15 min a temperatura ambiente (24- 27 °C).
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m- fenilfenol

Pasado el tiempo de reposo se agitaron y se registré la absorbancia de la muestra a
520 nm en un espectrofotometro (Cary UV-Vis 1-E), calculando la concentracion a
partir de una curva de calibracion de 0 a 40 ug de acido D-galacturénico (Sigma)

(Rayah y Lavaritch, 1997).

Lectura de absorbancia de
la muestra
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Para determinar la cantidad de pectina liberada en los distintos pH, se determiné el

porcentaje de 4cidos urdnicos de acuerdo al siguiente célculo:

% acidos uronicos= (ua)(ED) *100
Hg muestra
Donde:
pg= valor instrumento de la concentracién de acido D-galacturénico en g

FD= Factor de disolucion= vol. total (10 mL) / vol. de la alicuota (0.1 mL)= 100

Mg muestra= peso de la muestra en pg= 5000
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8 ANALISIS ESTADISTICO Y DISENO EXPERIMENTAL
La caracterizacidn microscopica de las microcapsulas, se describieron cualitativamente.
Liberacion de ac. D-galacturénico in vitro a diferentes soluciones de pH: Se realizaron 6
repeticiones por cada tratamiento en dos corridas a diferentes tiempos. Los valores
obtenidos se ajustaron con el tratamiento-blanco de referencia. El porcentaje de
liberacion de la pectina (PLP) de cada tratamiento se cuantificé con la cantidad total de
acido D-galacturonico liberado, usando la siguiente formula:

cantidad de D — galacturoénico liberado de pectina microencapsulada
PLP = - —— , x 100
cantidad de D — galacturoénico liberado de pectina no encapsulada

Los PLP de los tratamientos 1 a 4 fueron analizados con un disefio completamente al
azar considerando los factores de pH (3, 5y 7) entre cada uno de los tratamientos. El

modelo estadistico fue el siguiente:

Modelo estadistico:

Yij=u+Ti + Ti (pHj) + Ti X pHj + €ij

Donde:

Yij = Variable de respuesta en PLP.

M = Media general.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Ti (pH)) = Efecto del j-ésimo pH dentro del i-ésimo tratamiento.
Ti x pHj= Interaccion i-ésimo tratamiento con j-ésimo pH.

Oji = Error aleatorio

La comparacion de las medias estadisticas se realizo con la prueba de Tukey utilizando

el paquete estadistico IBM-SPSS ver. 21.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Microcépsulas de pectina

La evaluaciéon de la composicién quimica de la microparticulas y la evaluacién del
contenido de farmaco pueden llevarse a cabo usando espectroscopia de energia
dispersa. Las particulas cubiertas pueden observarse en el MEB en voltajes de 15- 20

Kv para obtener grandes aumentos (Romero, 2008).

La figura 11 muestra la morfologia de las microcapsulas de pectina producidas, estas
se cubrieron con una capa de goma laca, su forma fue irregular con una textura rugosa
y porosa en la superficie. Los resultados referentes a la morfologia fueron similares a los
reportados por (Silva et al., 2018), quienes microencapsularon Lactobacillus acidophilus
(LA3) con alginato de sodio y GL como polimero, mediante la técnicas de extrusion y co-

extrusion.

10kV X307 500pm oy X200  100pm CP-UME

Figura 11. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina.
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Las micrografias de las Figuras 12 a 15 muestran microcapsulas de forma irregular, con

diferente textura en la superficie de acuerdo al tratamiento que recibieron.

Figura 12. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina elaboradas con tratamiento

uno: pectina+ alginato de sodio+ goma laca con aspersion de goma laca.

46



Figura 13. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina elaboradas con el

tratamiento dos: pectina+ alginato de sodio+ goma laca con bafio de goma laca.
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Figura 14. Micrografia (MEB) de microcapsulas d pectina elaboradas con el tratamiento

tres: pectina+ alginato de sodio con aspersioén de goma laca.
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Figura 15. Micrografia (MEB) de microcapsulas de pectina elaboradas con el

tratamiento cuatro: pectina+ alginato de sodio con bafio de goma laca.
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La morfologia para las microcdpsulas recubiertas con alginato y GL en los cuatro
tratamientos presentaron formas irregulares, rugosas y porosas, con tamafos de 600 a
1000 pum, similares a lo reportado por (Silva et al., 2018). La morfologia resultante de las
microcapsulas se atribuye principalmente a las condiciones del proceso de
encapsulacion, captacion y secado de las mismas. Segun (Smrdel, 2008) se forman
microcapsulas mas esféricas captandolas en una solucion de cloruro de calcio con
temperatura elevada, también menciona que la técnica de secado podria influir en el
tamafio y forma. Las microcapsulas secadas por lecho-fluidizado presentan forma
esférica y estructura rigida, mientras las microcapsulas secadas por liofilizacion y en el
medio ambiente tenian una forma casi redonda con estructura muy fragil (Silva et al.,

2016).

9.2 Estudios de liberacion de pectina en funcion del pH

Hubo interaccion estadistica entre el pH y los tratamientos (P <0.001). El pH de 3,
independientemente del tipo de tratamiento, mejoré el PLP en 50% (pH = 3: 32.14 vs.
pH=5:16.43 y pH=7: 10.86%). La Tabla 1 muestra los PLP en cada tratamiento asociado
al pH. Unicamente el T3 a pH 3 presento el valor mas alto de PLP (P <0.001), indicado

como aceptable.
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Cuadro 4 Porcentaje de liberacién de Pectina como acido D-galacturénico en cuatro

preparaciones de microcapsulas.

Tratamientos pH Liberaciéon D.E Significancia P =

1 3 9.85 0.06 3 vs. 5 0.001
5 14.47 0.70 3 vs. 7 0.846
7 9.39 1.89 5 wvs. 7 0.000

2 3 20.85 0.04 3 vs. 5 0.044
5 16.42 3.76 3 vs. 7 0.024
7 15.81 0.30 5 wvs. 7 0919

3 3 76.30 15.52 3 vs. 5 0.000
5 25.88 3.06 3 vs. 7 0.000
7 10.93 1.91 5 wvs. 7 0.108

4 3 21.57 0.063 3 vs. 5 0.000
5 8.96 0.125 3 vs. 7 0.000
7 7.30 0.204 5 vs. 7 0.000

T1: Microcapsulas cubierta con goma laca (GL) por inmersién e incluida en la matriz.

Preparacioén: 8 g de pectina + 5.2 de AS + 2 g de GL (disuelta en 30 mL de alcohol etilico)

en 400 mL de agua deionizada. Una vez formadas las microcapsulas, se cubrieron con

una capa de GL por inmersion. T2: Microcapsulas cubiertas con GL por aspersion e

incluida en la matriz. Preparacion: Formadas con los mismos ingredientes de T1. T3:

Microcépsulas cubierta con GL por inmersion sin incluirla en la matriz. Preparacion: se

mezclaron 8 g de pectina + 5.2 de AS en 400 mL de agua deionizada. Se formaron las

microcapsulas y se cubrieron con una capa de GL por inmersién. T4: Microcapsulas

cubierta con GL por aspersion sin incluirla en la matriz. Preparacion: Microcapsulas

formadas con los mismos ingredientes de T3, fueron cubiertas con GL por aspersion.

D.E. = Desviacion estandar
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La liberacién del ac. D-galacturénico fue mayor a un pH 3.0 en los T2, T3y T4 (P<0.05),
contrariamente el T1 presentd la mayor liberacion de ac. D-galacturénico con pH 5.0 (P
<.001). En general, los resultados indican que la maxima liberacion de pectina de las
microcapsulas fue a pH 3.0, indicando que los aglutinados y el proceso de encapsulacion
influyen notoriamente en la liberacion de la pectina. Teoricamente la GL es soluble en
soluciones alcalinas, pero resiste al agua, y por ser un compuesto moldeable bajo
condiciones de presion, temperatura y disolucion en solventes organicos volatiles se ha
utilizado para elaborar recubrimientos con dureza y durabilidad (Del Piano et al., 2011,
Farag y Leopold 2011). Se han encapsulado Lactobacillus reuteri (Schell y Beermann
2014) y Lactobacillus paracasei, (Silva et al. 2016) utilizando suero de leche en polvo y
alginato de sodio, ambos combinados con GL; los resultados de sobreviviencia del
probiotico con condiciones de pH 2 mejord la sobreviviencia en 77%. Los resultados
estan relacionados a la caracteristica resinosa de la GL indicando que microcéapsulas
con alginato y GL pueden ser usadas como un sistema de encapsulacién para liberar un
compuesto lipofilico a nivel intestinal. También se han desarrollado microcapsulas de
teofilina de liberacién sostenida recubiertas con GL (Farag y Leopold 2011) las cuales
fueron probadas a un pH 1.2, encontrando que ninguna de las formulaciones mostro
liberacién de mas del 4% de la dosis dentro de 120 min, confirmando resistencia gastrica.
En el caso de rumiantes se han preparado microcapsulas con secado por pulverizacién
usando almidén poroso como material nicleo, y una triple recubierta de Eudragit E100 y
GL. El rendimiento fue de aproximadamente 48% y diametro de 20-30 um de particula.
Las microcapsulas tuvieron estabilidad a la solucion neutra del pH ruminal (pH 6,5).
Ademas, cuando se incubaron microcapsulas en presencia de microorganismos

ruminales, La eficacia de la liberacion de estas microcapsulas fue de 85% en solo 30
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minutos en pH 3.0 (ambiente abomasal) (Tetsuro et al., 1999; Tetsuro et al., 2000). En
nuestro estudio el procedimiento de extrusion es mas sencillo que los publicados y el
idéneo fue el T3, donde solamente se incluyo la GL con cubierta por inmersién. Como es
sabido la GL contiene polimeros que ocasionan incremento en la porosidad, existiendo
asociacion entre el tamafio y la porosidad (simulando la estructura de las zarzamoras)
(Rhys y Frank 2015). Por lo tanto, hace suponer que las morfologia de las microcapsulas
cuando se incluyo6 la GL en la matriz, las hizo porosas, motivo por la cual fue la baja
liberacion del &cido D-galacturénico. Mientras que el revestimiento de las microcipsulas
con GL proporcioné mejor proteccion a pH alcalino, liberAndose adecuadamente a pH

acido, como el encontrado en el ambiente duodenal (Stummer et al. 2010).
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10 CONCLUSIONES

El método de extrusion resultd una alternativa viable para elaborar microcapsulas de
pectina debido a que es un proceso flexible y de buena calidad. Las microcapsulas
producidas por esté método tuvieron formas irregulares, rugosas y porosas, con diferente
textura en la superficie de acuerdo al tratamiento que recibieron. Se prepararon
satisfactoriamente microcdpsulas de pectina con la metodologia empleada, capaces de
resistir pH de 6.5 a 7. La mayor liberacion de pectina de las microcipsulas, se presento
a pH de 3. El tratamiento utilizado influyé en la liberacion de pectina. Al usar una doble

capa de goma laca, se presenté menos liberacién de pectina a pH de 7 en 60 min.
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