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RESUMEN

El sector de la perfumeria, en el que CARINSA posee un largo recorrido, estd en constante evolucién y
cada vez mas involucrado en la investigacion y desarrollo de nuevos tipos de productos. Una de las
tecnologias que se han introducido en las uUltimas décadas es la microencapsulacidn, sobretodo
destinada al ambito de la detergencia. La encapsulacién de fragancias consiste en un proceso de
sintesis mediante el cual éstas son recubiertas con una corteza polimérica y posteriormente
introducidas en un producto de aplicacién. En los ultimos afios se ha aplicado esta tecnologia en
practicamente todos los productos pertenecientes a las grandes compafiias del sector. El interés por
este tipo de tecnologia y los buenos resultados ofrecidos han motivado a numerosas compafiias a
producir sus propios microencapsulados, observandose ademas en los ultimos afios la publicacién de
gran nimero de patentes en relacién a procesos y tecnologias de encapsulacion. Estos procesos de
encapsulacién han demostrado en muchos casos ser econdmicos y le aporta al compuesto a

encapsular un alto valor afiadido.

Proceso de [ i)
encapsulacion ’ —

Fragancias Producto de alto valor afadido ’

La cantidad de materiales y metodologias de encapsulacion que existen a dia de hoy son numerosas y
por lo tanto dificilmente todas acaban llegando al mercado, ya sea por su inviabilidad econémica o la
dificultad de industrializacion. Las microcdpsulas de fragancias producidas en mayor cantidad para el
mercado son las basadas en aminoresinas, siendo la melamina-formaldehido la mas importante por
su buen rendimiento y su bajo coste. No obstante, la presencia de formaldehido en estos productos
no es respetuosa con la salud a pesar de los continuos avances para disminuir sus niveles. Por ello
resulta de especial interés desarrollar microcapsulas con otros materiales que puedan competir con

el actual producto de referencia.



Otra de las tendencias actuales referentes al impacto ambiental se basa en desarrollar sistemas con
la mayor biodegradabilidad posible y que permitan aprovechar materiales de fuentes naturales, sin
gue eso encarezca excesivamente el producto final. Por todos los motivos comentados en este
proyecto se selecciond un abanico de materiales altamente disponibles comercialmente, entre los
cuales biopolimeros, para llevar a cabo el proceso de encapsulaciéon sin que esto supusiera un

retroceso de competitividad ante los productos ya comerciales.

En este proyecto se trabajado en tres técnicas para la encapsulacion de nucleos de caracter hidréfobo

como son las fragancias y algunos aceites. Estas técnicas son:

1. Polimerizacién in-situ: para la elaboraciéon de capsulas de fragancia con resina melamina-

formaldehido y tomadas como referencia para el resto de cdpsulas desarrolladas.

2. Polimerizacion interfacial: Para la sintesis de capsulas de poliamida mediante un proceso de

polimerizacidon rapido y de bajo gasto energético.

3. Coacervacion compleja: Para el desarrollo de capsulas biodegradables y biocompatibles con
el uso de biopolimeros. Esta técnica fue a la que mas tiempo se le dedicd en el transcurso de

la tesis por el alto valor afadido de este tipo de microcdpsulas.
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La base de esta tesis doctoral, enmarcada dentro del programa de Doctorats Industrials (GENCAT), se
ha llevado a cabo a través de una colaboracidn entre la empresa Creaciones Aromaticas Industriales
S.A. (CARINSA) y el Institut Catala de Nanociéncia i Nanotecnologia (CSIC-ICN2). Por un lado, CARINSA
ha aportado su conocimiento en fragancias y formulaciones, y por el otro el ICN2 ha contribuido con
su experiencia en técnicas de encapsulacidn y caracterizacidn avanzadas. A continuacidn se describen

brevemente los aspectos mas relevantes de ambas entidades colaboradoras.
1.1.1. CARINSA

Creaciones Aromaticas Industriales S.A. (CARINSA, https://www.carinsa.com/) es una empresa
familiar fundada el afio 1993 en Barcelona. Actualmente su domicilio social se encuentra en Sant

Quirze del Valles, donde se encuentran sus oficinas centrales y sus dos centros de fabricacion.

Y
GRUPO CARINSA’

Figura 1.1. Logo corporativo del grupo CARINSA.

La actividad principal de CARINSA es la creacidn, fabricacion y comercializacién de toda clase de

aromas y fragancias. La actividad de la compaiiia se estructura en 3 divisiones principales:

e Divisién de fragancias: dedicada a la creacion y fabricacion de perfumes para el sector de la
detergencia, cosmética y ambientacion.

e Divisién de Alimentacion Humana: centrada en la creacién de aromas y fabricacion para el
sector de la alimentaciéon humana.

e Divisidn Alimentacion Animal: se ocupa del desarrollo y produccidn de productos destinados

al sector de la alimentacidén animal.

La plantilla de CARINSA consta actualmente de 48 trabajadores y segun los datos del ejercicio 2017,
se fabricaron 1000 toneladas de aromas y 750 toneladas de fragancias, obteniéndose una facturacion

qgue ascendié a 44M € y un beneficio de 6.5M&.

La estrategia de la empresa se basa en tres pilares fundamentales:
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1. Internacionalizacidén: la empresa posee clara vocacién internacional, exportando a mas de 50
paises.

2. Diversificacion especializada: ofreciendo servicio integral a los clientes.

3. Innovacidn: la investigacion y desarrollo de productos innovadores permite ofrecer
soluciones con alto valor anadido. CARINSA invierte en I+D+i mas del 20% de su presupuesto,

teniendo mas de 20 personas dedicadas a dichas actividades.

CARINSA dispone de laboratorios de 1+D, de aplicaciones y de control de calidad dotados de
equipamiento necesario para el desarrollo de sus actividades, pudiéndose destacar: un laboratorio
para el disefio y preparacién de fragancias y detergentes, cabinas de andlisis sensorial, cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas equipado con Head-Space (GC-MS), cromatografia

liguida de alta eficacia (HPLC) y microscopia dptica.

CARINSA considera la realizacién de proyectos 1+D la base que permite reafirmar el crecimiento de la
empresa durante los proximos afios. La companiia se encuentra dmpliamente implementada en el
tejido 1+D nacional, colaborando activamente con otras empresas y centros tecnolégicos, reduciendo
la distancia que determina la implantacidn de investigacién basica a nivel industrial. A continuacién se

destacan algunos de los proyectos de investigacion mds destacados de la divisidon de perfumeria:

e IDI-20130466: TOTALCAP, “Sistemas de microencapsulacidon de fragancias alternativos a la
melamina-formaldehido para uso en productos de cuidado del hogar” (2013-2015, CDTI).

e RTC-2014-2183-5: QUATFORFRAG, “Aplicacion de la tecnologia Quatsomes para el desarrollo
de una nueva gama de suavizantes perfumados con menor impacto medioambiental” (2014-
2016, MINECO, Retos-Colaboracion).

e RD14-1-0049: PERFUMIC, “Perfums higienitzants basats en ingredients de sintesi
biotecnologica” (2014-2016, ACCIO).

e |DI-20150920: FLYFRAG, “’Desarrollo de nuevos productos con actividad repelente frente a los
vectores Aedes sp y Anpopheles sp”’ (2015-2017, CDTI).

e |DI-20150929: ACTIVEODOR, “Desarrollo de nuevos materiales para aromaterapia en interior
de vehiculos” (2015-2017, CDTI).

e IPT-2012-1125-420000: MICROFRAG, “’Microencapsulacion funcionalizada de fragancias
para la formulacion en suavizantes’ (2012-2015, MINECO, INNPACTO).

e SME-2015-0690: NANOFRAG, “Functionalized nanoencapsulated fragrances for fabric
softeners” (2015, MINECO, Horizonte PYME).
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e RTC-2016-5670-1: MICROREP, “Microcapsulas inteligentes con repelentes de mosquitos y
fragancias en aplicacion en textiles que eviten la propagacién de enfermedades tropicales”

(2016-2019, MINECO, Retos-Colaboracion).

La mayoria de los proyectos presentados en la lista estan relacionados con sistemas de encapsulaciéon
y fragancias funcionales, lo cual demuestra el interés de CARINSA en explorar este tipo de productos
y las posibilidades que pueden ofrecer. Especial mencién requiere el proyecto MICROFRAG, cuyos
resultados han servido como punto de partida para el desarrollo de capsulas de poliamida que se

mostraran en el Capitulo 4.

A mediados de 2017, CARINSA obtuvo la ayuda de SME-Instrument de la Comisiéon Europea (CE)
mediante la cual podrd poner en marcha su propia fabrica de encapsulacion de fragancias e iniciar las
actividades de su nueva plataforma de encapsulacion CARINCAP®. Mediante el conocimiento
adquirido en todos los proyectos antes mencionados, y los proximos a desarrollar, se abre una gran
oportunidad para establecer esta nueva linea de produccidon de cdpsulas con aplicacién en varios

campos como la industria cosmética, de cuidado del hogar o la alimentacién.

En el mercado de las fragancias existe una constante evolucion y la clave para liderarlo consiste en la
investigacion continua de nuevos productos y procesos que respondan a las nuevas tendencias del
mercado. Por eso, CARINSA apuesta por la busqueda y desarrollo de nuevos productos mediante una
intensa actividad de I|+D+i tanto interna (mediante sus laboratorios) como externa (a través de

colaboracidn con empresas y centros tecnoldgicos y universidades.

1.1.2. Institut Catala de Nanociéncia i Nanotecnologia

El edificio del Instituto Cataldn de Nanociencia y Nanotecnologia (ICN2, http://icn2.cat/) en el Campus
de la UAB se inaugurd oficialmente en enero de 2014, culminando la unidn de dos instituciones que
ya atesoraban 10 afios de experiencia: el Institut Catala de Nanotecnologia (ICN-Generalitat de
Catalunya) y Centro de Investigacion en Nanociencia y Nanotecnologia (CIN2-CSIC). Esta sinergia
aumento el potencial cientifico e impacto, los recursos econdmicos y la competitividad del Instituto,
qgue fue galardonado en 2014 con el reconocimiento como Centro de Excelencia Severo Ochoa y

recientemente forma parte del Barcelona Institute of Science and Technology (BIST).


http://icn2.cat/
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L) q EXCELENCIA
L] E\
* |[CN2 SR

Institut Catala
de Nanociéncia
i Nanotecnologia

Figura 1.2. Edificio ICN2 en el campus de la Universitat Autonoma de Barcelona.

El objetivo del ICN2 es lograr el maximo nivel de excelencia cientifica y tecnoldgica en el dmbito de la
nanociencia y de la nanotecnologia. Con el fin de conseguir dichos logros, el ICN2 trabaja actualmente
en:
1. Investigacidn en ciencia basica

Principalmente nanociencia a través de proyectos colaborativos nacionales y europeos. El ICN2 se ha
situado en poco tiempo entre los mejores institutos de investigacion espafioles y ha conseguido
financiacién por el programa de investigacion competitiva 7PM (Séptimo Programa Marco) de la Unién
Europea. Ademas, sus cientificos (procedentes de mdas de 27 nacionalidades diferentes) realizan
investigacion de alto nivel y son titulares de numerosas becas y premios de prestigio. Los trabajos se
publican en revistas de alto impacto como Science, Nature International Edition, Nature
Nanotechnology, Chemical Reviews, Physical Review Letters, Angewandte Chemie, International Nano

Letters o Advanced Materials entre otros.

2. Investigacion industrial basada en nanotecnologia
El ICN2 mantiene una intensa actividad de transferencia de tecnologia con empresas privadas a través
de servicios o proyectos de colaboracidn. De esta unidén se han desarrollado numerosas patentes y

han salido al mercado algunos productos basados en micro- y nanotecnologia.

> Nanostructured Functional Materials (NANOSFUN)
Dentro del ICN2, el grupo NANOSFUN (http://nanosfun.icn2.cat/), formado ahora hace mas de 10
afios, ha crecido como un equipo multidisciplinar de PhD y tecndlogos con conocimientos vy
formaciones muy complementarias en campos diferentes como la quimica, la ciencia de materiales,
la fisica e ingenieria. A nivel de investigacidn, el grupo trabaja en el desarrollo de nuevos sistemas

micro/nanoestructurados obtenidos principalmente por ensamblaje de moléculas (p.ej. polimeros)
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orgdanicas que aportan funcionalidades que no son posibles sin esta dimensién de tamafios. Las areas
de trabajo mas representativas son:

e Fabricacidon de nanomateriales para nanomedicina.

e Sintesis de micro/nanomateriales fotofuncionales para ahorro y almacenamiento de energia.

e Sintesis de materiales basados en sistemas de coordinacién .

A dia de hoy el grupo es referente a nivel internacional en las areas de trabajo anteriormente
mencionadas, con una produccién de 40 articulos cientificos en los uUltimos cinco afos, todos ellos de
gran calidad y relevancia y publicados en revistas de alto indice de impacto (Chemical Society Reviews,
Advanced Materials, Advanced Fucntional Materials, ACSnano, Chemistry of Materials, etc.). Ademas,
los miembros han participado en multiples congresos y reuniones nacionales e internacionales donde
se han presentado los resultados de su investigacion.
Ademas de la ciencia fundamental orientada, a lo largo de los Ultimos afios también se ha establecido
como un grupo de referencia en colaboraciones y proyectos de ciencia aplicada con el sector privado,
en dos areas fundamentales:

1. Micro-/nanoencapsulacion de materiales de distinta naturaleza (aceites, farmacos,

colorantes, etc).

2. Fabricacién de materiales fotocrémicos y termocrémicos.

La investigacion y desarrollo en estas areas ha llevado a la presentacion de cuatro patentes (tres de
ellas ya licenciadas y/o presentadas) conjuntamente con una empresa y relacionadas con procesos de
encapsulacion y/o fotocromismo, habiéndose obtenido en los Ultimos 5 afios una cantidad cercana a

los 120.000 euros en concepto de licencias y regalias.

Ademas, del desarrollo de materiales fotocrdmicos de rdpida respuesta basados en encapsulacion de
disoluciones de fotocromos, se ha obtenido a un producto de gran interés industrial cuya puesta en el
mercado se estd llevando a cabo a través de un spin-off (Futurechromes, S.L.) que dos miembros del
grupo han creado recientemente en conjunto con una inversién externa.

Los nimeros que refuerzan la capacidad del grupo NANOSFUN para desarrollar estos trabajos son
demostrativos. NANOSFUN acredita experiencia en numerosos proyectos colaborativos y contratos
de servicios con empresas (Odotipo S.L., Henkel Ibérica S.A., Reverte Minerales S.A., ArtLens S.L. y
ADAPTACOLOR S.A. entre otros), entre los cuales cabria destacar un proyecto INNPACTO liderado por
CARINSA S.A., enfocado a procesos de microencapsulacion de fragancias y finalizado terminado el

afio 2015 (MICROFRAG).
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En ndmeros, en los ultimos cinco afios el grupo ha conseguido financiacién de estos proyectos con
empresas bien a través de convocatorias publicas (entre ellos tres proyectos de colaboracion
Retos/Innpacto) con una suma total que supera los 700.000 euros o bien a través de contratos directos
con empresas, con una suma que supera los 500.000 euros. En paralelo a este proyecto de doctorado
industrial, se estd realizando otro perteneciente a la convocatoria 2015 con la spin-off antes
mencionada. Ademas, recientemente el grupo ha obtenido un Premio PIONER otorgado por la Red de
Centros de Investigacion de Catalunya (CERCA) a la tesis doctoral de Nuria Vazquez, bajo la direccién
del Prof. Daniel Ruiz. El premio distingue a investigadores que han desarrollado una tesis doctoral con
claro potencial comercial. El premio fue entregado por la institucién CERCA (Barcelona) el 17 de
Diciembre de 2015. El grupo también ha recibido el reconocimiento a su tarea industrial a través del
Premio ASCAMM de Innovaciéon a la mejor colaboracién cientifica que haya aportado unas ideas o
proyectos industriales basados en el dmbito cientifico y con mejor proyeccién de transferencia

tecnoldgica.

Todo esto situa al grupo en una situacidn privilegiada para afrontar cualquier reto tecnoldgico desde
un punto de vista cientifico hasta su implementacién en productos de interés industrial. Es importante
remarcar que los conocimientos acumulados por NANOSFUN en relacién a micro/nanoencapsulaciéon
estan relacionados con las actividades del proyecto de esta tesis doctoral y seran de ayuda para su

desarrollo

Tanto a nivel estatal como europeo, el mercado de los detergentes e higiene del hogar es un mercado
bien asentado. El mercado en Espafia para la detergencia, perfumeria y cosmética alcanzé los 7.995
millones de euros en 2016 segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE) y a nivel de Europa se situé

en torno a los 35.000 millones de euros.

Los principales pilares en los que se mueven estos tipos de productos son la eficacia, la facilidad de
uso, el precio, la seguridad para el usuario, y su impacto en el medio ambiente. Ademas, el mercado
del hogar comprende productos muy variados. En general existe una gran variedad de formatos y
formulaciones. En la detergencia de ropa, por ejemplo, se encuentran productos sdélidos (polvos o
pastillas) o liquidos. Los tipos de productos mas usados en Europa Occidental en cuanto a detergencia

se muestran en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Distribucion de los productos detergentes consumidos en Europa Occidental 2012 [1].

Como se puede apreciar en el grafico, los suavizantes tienen un impacto muy grande en la industria
de la detergencia. En Europa, la facturacion respectiva a las ventas de suavizante rondé los 2.500
millones de euros en el afio 2015. Aproximadamente 1.2 millones de toneladas de suavizante para la

ropa se usan cada afio en la Unidn Europea, siendo utilizado por un 67% de la poblacién.

Ademds, la tendencia del mercado europeo de los suavizantes marca un crecimiento anual de un 5%
y unas ventas aproximadas de 11 mil millones de ddlares para el afio 2020 [2]. Por ello, se cree también
conveniente establecer una serie de criterios para que estos productos tengan un menor impacto en
el medio ambiente. Formulaciones con compuestos mas biodegradables, disminucion de la cantidad
de fragancia libre o menos consumo de agua en el lavado, son algunas de las tendencias actuales del
mercado [3]. Uno de los factores mas importantes para los consumidores son las fragancias integradas
en estos productos. De hecho, el 51% de los consumidores de todo el mundo declara que la fragancia
del producto detergente tiene influencia alta o muy alta sobre su eleccién, mientras que para el 42%
declara que tiene la misma influencia que el rendimiento. Con esta estadistica, muchas de las
compafias introducen nuevas fragancias en el mercado, afiadiendo también tecnologias que

aumentan la duracidn de las mismas en los productos (conocido como long-lasting en inglés) [1].

La demanda de nuevas fragancias es especialmente fuerte en Reino Unido (el mayor mercado de
Europa en detergencia del hogar) donde un gran nimero de empresas han lanzado productos con
nuevas fragancias afio tras afio. Esto ha dado pie a un incremento de la investigacion en fragancias y
su vehiculizacién en los productos de detergencia del hogar en toda Europa. Esto incluye la fuerza de

la fragancia y su durabilidad, adaptdndose siempre a los gustos de las diferentes regiones de Europa.
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El actual proyecto pretende incidir en el mercado de los suavizantes de ropa mediante la incorporacion
de fragancias encapsuladas con el objetivo de mejorar su durabilidad una vez aplicadas y crear una

liberacion prolongada perceptible por el usuario.

Las fragancias o perfumes son mezclas de aceites esenciales, compuestos aromaticos o disolventes.
Las fragancias tienen una identidad propia, Unica y estéticamente apropiada. El propdsito de las
fragancias en nuestra sociedad es la de aportar un olor agradable y reconocible mediante el sentido
del olfato. La mayoria de estos compuestos son moléculas orgdnicas que se pueden obtener

principalmente mediante:

1. Extraccion de aceites localizados en plantas.
2. Extraccién de secreciones o fluidos de animales.

3. Sintesis quimicas.

1.3.1. Extraccion de fragancias

Desde hace miles de afios los humanos han usado los aceites esenciales provenientes de las plantas,
siendo aun a dia de hoy la mayor fuente de compuestos fragrantes en perfumeria. Los avances de la
tecnologia han permitido a la sociedad desarrollar metodologias para la extraccidn y aislamiento de

estos aceites [4]. Las mas conocidas se describen a continuacion:
> Hidro-destilacion:

La hidro-destilacion (HD) es el método tradicional mas antiguo para la extraccidn de aceites esenciales.
El material a destilar se sumerge en agua en estado de ebullicién, la cual penetra y arrastra los
compuestos que son recolectados posteriormente por destilacién. Este proceso requiere grandes

cantidades de agua y tiempos muy largos lo que lo hace caro y poco efectivo.
> Destilacién con vapor de agua:

Esta metodologia es de las mas utilizadas a nivel industrial y se usa para la extraccion de compuestos
sensibles a la temperatura. El vapor de agua a 100 °C es capaz de extraer y arrastrar compuestos
volatiles con puntos de ebullicién entre 150 y 300 °C. El vapor posteriormente se condensa y se
obtiene una emulsidn de los aceites esenciales en agua que luego es separada por decantacién o

destilacion.

10
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» Extraccidn con solvente:

También conocida como extraccién liquido-liquido, es el método de separar un componente basado
en su solubilidad. El método de extraccidn de solvente se usa en la extraccion de aceites esenciales de
plantas delicadas para producir grandes cantidades a un precio bajo. El componente se extrae
mediante un disolvente que luego es evaporado. Los disolventes mas comunes son etanol, metanol,
éter etilico, acetona o hexano entre otros, que posteriormente se pueden recuperar por destilacion y
ser reutilizados. En contrapartida, los tiempos de extraccidon son largos y se consumen grandes

cantidades de disolvente.
> Expresion (o exprimido):

La extraccion se produce mediante el exprimido o prensado de la fuente. Este método es util cuando

el componente a obtener se encuentra en grandes cantidades.
» Enfleurage:

Este tipo de procedimiento consiste en una extraccion de los compuestos mediante el uso de grasas
absorbentes con bajas temperaturas de fusién. Tras esta absorsidon, se extrae el aceite oloroso
retenido con alcohol u otros disolventes. La mezcla se destila bajo vacio, retirando todo el disolvente
que pueda quedar, obteniéndose un aceite absoluto. Este proceso evita el trabajar a altas

temperaturas y degradar los componentes.

La eficiencia de extraccion de aceites esenciales depende de la técnica, de la naturaleza del producto
y de la fuente de donde son extraidos. En la Tabla 1.1 se muestran algunos ejemplos de extractos y su

correpondiente precio de mercado.

Material extraido (kg)  Precio de mercado

Producto Fuente de extracion
de 1 T de producto (€/kg)

A.E. Rosa 0.2-0.5 5.000 Pétalos
Concreto de Jazmin 2 3,000-5,000 Pétalos
Manteca de orris 0.1 9.000 Raices
Absoluto de tuberosa 0.3 20.000 Pétalos
A.E. Sandalo 40-65 450 Madera
A.E. Pachuli 30 20-60 Tallos

A.E. Jengibre 40-44 75 Raices
A.E. Cedro 30-35 20 Madera

Tabla 1.1. Datos del proceso de extraccion y precio de diferentes fragancias [5].
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Aungque la ingenieria de los procesos ha evolucionado dando lugar a procesos altamente eficientes,
hay compuestos que mediante la extraccion siguen teniendo un precio demasiado elevado, como por
ejemplo el aceite esencial de rosa. Una de las alternativas en la industria para contrarrestar esto ha

sido el desarrollo de procesos sintéticos para obtener moléculas responsables de los aromas y olores.

1.3.2. Sintesis de fragancias

Gracias a la evolucidon de la quimica organica se han logrado emular muchos de los compuestos que
se encuentran en la naturaleza o, en su defecto, sintetizar nuevos compuestos con propiedades
similares y que son imposibles de obtener mediante otras vias. Grandes compafiias del sector de las
fragancias dedican sus esfuerzos a sintetizar nuevas moléculas con propiedades fragrantes mediante
una fuerte inversidn en |+D y estrategias de proteccién de la propiedad intelectual mediante patentes.
Algunas de las moléculas mas utilizadas mundialmente de origen sintético se muestran en la Tabla

1.2.

Compuesto Empresa Molécula

Iso e Super IFF

Ambrocenide Symrise

Ambermax Givaudan g‘

Javanol Givaudan M\/O“

HaC.

e
Hedione Firmenich

Tabla 1.2. Compuestos sintéticos propiedad de compaiiias del sector de las fragancias.
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1.3.3. Clasificacion de fragancias

Existen diferentes clasificaciones para la descripcion de las fragancias aunque la mas utilizada a dia de
hoy se basa en la rueda o circulo de las fragancias. En 1984, Michael Edwards disefid la actual rueda
de las fragancias que se ha convertido en un estandar para la industria [6]. En el campo de la enologia,

los profesionales usan, de hecho, este tipo de clasificacion cuando identifican los compuestos

aromaticos del vino.

Edwards ha modificado y perfilado su rueda de las fragancias varias veces hasta convertirla en una
mas precisa. La ultima revisién de 2010 engloba cuatro familias estandar (Floral, Oriental, Amaderada

y Fresca) las cuales estan divididas en tres o cuatro sub-grupos (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Actual version de la rueda de las fragancias [6].

Otro tipo de clasificacion para las fragancias es mediante la volatilidad de los compuestos detectados.
Para ello se usa una clasificaciéon grafica denominada la pirdmide olfativa que divide las percepciones

en tres niveles segln la intensidad y la persistencia (Figura 1.5).
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Notas de Salida

Notas de cuerpo

Notas de fondo

Figura 1.5. Pirdmide olfativa donde se muestran los tres niveles de clasificacion de las notas percibidas [7].

> Las notas de salida son las primeras fragancias percibidas. Consisten en compuestos mas

volatiles, que se evaporan muy rapidamente y por ello se perciben muy intensamente,
introduciendo al usuario en la fragancia y sirviendo como primera impresiéon. Las familias

citricas y aromaticas suelen ocupar esta posicion de la pirdmide.

Las notas de cuerpo se perciben cuando las notas de salida desaparecen. Estas son transitorias
y persisten hasta que las de base empiezan a ser perceptibles. Se usan principalmente para
esconder notas de base, las cuales necesitan tiempo para madurar y en algunos casos son

desagradables al principio. Las familias verdes, florales o afrutadas son algunos ejemplos.

Las notas de base constituyen el pilar de la fragancia. Son aromas duraderos que normalmente
forman acordes con las notas de cuerpo y proporcionan a la fragancia longevidad, pudiendo
llegar a durar hasta horas. Fragancias amaderadas u orientales son representativas de estas

notas.

1.3.4. Produccion

En el ultimo afo, la industria global de las fragancias ha facturado un total de 27.5 mil millones de

ddlares, creciendo un total de un 4.4% respecto al afio anterior. La cuota de mercado dominada por

los principales actores del sector ha pasado a ser de un 78%. Las compafiias mas relevantes y sus

respectivos ingresos se muestran a continuacion en la Tabla 1.3.

14



Introduccion

Ingresos (en millones de

Compaiiia Pais
ddlares)
Givaudan® Suiza $4,600
:Firmenich Suiza $3,100
e L N EE.UU. $3,100

Symrise @ Alemania $3,050
28 AKASACO Japon $1,160

&P MANE Francia $1,112
| ERUTAROM Israel $ 1,147
S ENEIERT EE.UU. $ 1,147
,A'ffs”“s’j"\
¥R P )
Wt Francia S 492

7ﬁ " i i Japén $239

Tabla 1.3. Lista de las 10 empresas mds grandes del sector de fragancias y aromas por orden de ingresos anuales [8].

Todas estas empresas, ademas, poseen un gran potencial en [+D. Como se ha mencionado en el
apartado de mercado, la encapsulacién es una de las lineas de investigacidn mas actuales en el sector
y estas compafiias no han dejado pasar la oportunidad de convertirse en pioneras de estas tecnologias
poseyendo la mayor parte de patentes del sector. Nombres como Mechachaps®, PopScent®,
SymCap®, ManéCaps®, NeutraSensiCaps® son algunas marcas de capsulas registradas por estas

compaiiias.

Ademas, la investigacién en formulaciones con microcdpsulas es muy intensa y esta enfocada en la
incorporacioén de éstas en diferentes tipos de productos y en el desarrollo de distintos mecanismos de

liberacion (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Ejemplos de productos formulados con microcdpsulas.

Con todo esto, queda patente que la microencapsulacién es ya una tecnologia disponible para
productos de consumo y que se muestra como un pilar importante en las compafiias de las fragancias
y aromas. Por lo tanto, el poder competir con estas grandes empresas y obtener un producto

diferencial con prestaciones mejoradas permite alcanzar un valor afiadido importante.

El hecho de que las empresas de fragancias estén obteniendo beneficios gracias a las tecnologias de
encapsulacién, se ve reflejado en los datos de mercado de todo el mundo. A nivel global la micro-
/nanoencapsulacion generd un total de 5.500 millones de ddlares en ingresos el afio 2015 y se prevé

un crecimiento significativo para los siguientes 7-8 anos en los sectores de la alimentacidn, en la

i
| ||

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

detergencia y en la industria farmacéutica (Figura 1.7).
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B rarmacéutica [l " O alimentacién @ Agroquimicos [l PCM O Otros

Figura 1.7. Prevision de crecimiento del mercado de microencapsulacion para los préximos 10 afios en EE.UU

(valor en millones de ddlares) [9].
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La region con mayor produccién de microcapsulas es América del Norte, con un 35% de cuota de
mercado, orientada sobre todo al mercado de los aditivos alimenticios. En Europa, el crecimiento de
este tipo de tecnologias también esta siendo muy relevante y se espera un aumento anual de un 10%
en la proxima década. Como se puede comprobar en el grafico de la Figura 1.8, la mayor parte de la
facturacidon en encapsulacidn pertenece a la industria farmacéutica (=75%) de la cual se prevee un
crecimiento de un 11% anual. Las ventajas de estos productos son una liberaciéon controlada vy

localizada de los medicamentos, el emmascaramiento del sabor y la proteccién del compuesto activo.

Mercado global de microencapsulacién, por aplicacion, 2015 (%)

B Farmacéutica Productos uso u {\dd'two_s u Agroquimicos W PpPCM Otros
doméstico alimentarios

Figura 1.8. Principales campos de aplicacién de productos microencapsulados [9].

Ademas, se preveé que la demanda de la tecnologia de microencapsulaciéon en los agroquimicos crezca
un 10.5% anual en la préxima década. La microencapsulacion de ingredientes activos para fertilizantes
o herbicidas ofrece una proteccion mas duradera de los cultivos, una liberacién quimica controlada y
unincremento de la efectividad [10]. Otros campos de aplicacidn de las microcédpsulas donde el interés
va al alza es en tintas y recubrimientos, en monitores electrdonicos, en materiales para la regulacién

de temperatura (materiales de cambio de fase) o en cosmética.
La demanda de micro/nanocapsulas ha aumentado hasta tal punto que se han creado nuevas

empresas a nivel mundial dedicadas a la produccidn a gran escala de este tipo de materiales. Algunos

de los fabricantes mas relevantes a nivel mundial se muestran en la Tabla 1.4.
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Compaiiia Pais Ejemplos de productos
ENCAPSYS. EE.UU. Materiales de cambio de fase, fragancias
‘@ER\ Alemania Agroquimicos, fragancias
_AVEKA Group_ EE.UU. Sélidos para multiples aplicaciones
o Capsulaa Francia Multiples tecnologias, materiales y nucleos
; MikroCaps Eslovenia Materiales de cambio de fase, fragancias
LlPQFeC Espafia Ingredientes cosméticos
innoBio® China Carotenoides, acidos grasos, lipidos y aminoacidos

Tabla 1.4. Productores relevantes de la industria de la microencapsulacion.

La creciente demanda de cdpsulas para distintos productos ha empujado a las empresas a buscar
nuevas tecnologias de encapsulacién, nuevos mecanismo de liberacidn, nuevos polimeros para la

corteza o nuevos compuestos activos a encapsular, todo ello para conseguir nuevas propiedades

funionalidades.

Esto ha provocado un aumento de la actividad de I+D en el sector, tanto en las empresas como en las

universidades y centros tecnoldgicos. Esta actividad se refleja en un incremento casi exponencial del

numero de patentes y articulos cientificos publicados en los ultimos afios (Figura 1.9)
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Figura 1.9. Evolucion a través de los afios del numero de patentes (en azul) y publicaciones (en rojo) relacionadas
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La microencapsulacion es un proceso mediante el cual un material activo (con una funcionalidad
especifica) es cubierto por otro material que tiene funcidon de confinar y proteger dicho activo del
entorno, dando como resultado una particula de tamafio micrométrico [12,13]. La

microencapsulacién se realiza para cumplir una serie de necesidades:

e Proteccion frente a la degradacion por el entorno.

e Enmascaramiento de colores u olores/sabores.

e Liberaciéon controlada de activos.

e Manipulacién segura de compuestos toxicos.

e Dispersiones estables del activo en medios no afines.

e Manipulacién de un activo liquido en forma de particulas sdlidas.

1.5.1. Estructuras y componentes

Dependiendo del material, nucleo a encapsular y la metodologia empleada, se pueden obtener
diferentes tipos de microcapsulas en cuanto a su estructura interna se refiere. Las mas comunes se

presentan en la Figura 1.10.

°
e ©
°
e B
°
e e
\ //
®

Figura 1.10. Tipos de estructuras internas de las microcdpsulas. a) Estructura nucleo-corteza o ‘core-shell’;

b) estructura nucleo-corteza multicapa; c) estructura multinuclear; d) estructura tipo matriz.

La estructura mononuclear (a) consiste en la generacién de una corteza alrededor de un Unico nucleo.
Las partes estan bien diferenciadas y la cantidad de materal que puede contener es la mas alta en
comparacién con otras estructuras aunque en caso de contener un liquido es la menos estable desde
el punto de vista mecanico. El tipo (b) es una estructura multicapa, donde el nimero de
recubrimientos del nucleo pueden ser dos 0 mas y pueden estar compuestas por diferentes materiales
encapsulantes. En el caso de una estructura multi-nuclear (c), la capsula contiene multiples reservorios

de nucleo en su interior. Por ultimo la cdpsula tipo matriz (d) contiene un activo repartido de manera
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homogénea y disuelto en el material de corteza. Este Ultimo caso es el que posee proporciones mas
pequeias de nucleo respecto a corteza, siendo util en aplicaciones que requieran baja cantidad del
material activo pero una alta proteccién de éste. Cada una de estas morfologias tiene sus propias

caracteristicas en cuanto a capacidad de carga util, resistencia mecdanica o capacidad de retencion.

El material de corteza debe ser capaz de formar una pelicula compatible con el nucleo, evitando
reacciones quimicas y proporcionando las propiedades deseadas de recubrimiento como pueden ser
la resistencia (térmica y/o meciénica), la flexibilidad, o la impermeabilidad (si se requiriera). Para la
corteza se pueden utilizar una gran variedad de polimeros, entre los cuales se encuentran materiales

sintéticos (organicos e inorganicos) o naturales (Tabla 1.5).

Polimeros Sintéticos Biopolimeros
Polimetil metacrilato Poliurea Albuminas Alginato
Resinas epoxy Aminoresinas Gelatina Quitosano
Poliamida Polisulfona Colageno Carbohidratos modificados
Poliuretano Poli (vinil alcohol) Carbohidratos Celulosa
Poliestireno Policaprolactona Carragenano Ceras naturales
Acido polilactico

Tabla 1.5. Lista de materiales de corteza de diferente origen (sintético y natural) usados en microencapsulacion [14].

La mayor durabilidad que ofrecen muchos de estos polimeros sintéticos los hace ideales para muchas

Ill

aplicaciones, siendo el “packaging”y la construccidn los mas importantes. No obstante, el uso de estos
materiales también supone su acumulacidn en el medio ambiente debido a su resistencia a la
degradacion microbiana. Por esta razén se tiende cada vez mas a introducir biopolimeros, que se
presentan como una alternativa a los actuales polimeros sintéticos por su mayor degradabilidad.
Desafortunadamente, muchos de estos polimeros ofrecen peores propiedades de resistencia

mecdnica y quimica que sus homadlogos sintéticos y por ello es necesario un post-tratamiento para

dotarlos de mejores caracteristicas.

Esta tendencia afecta también al sector de la microencapsulacién, que busca sustituir para algunas
aplicaciones los polimeros sintéticos por biopolimeros que garanticen una disminucién del impacto en
el medio ambiente. Para ello se pretende aprovechar los recursos naturales, o biomasa, disminuyendo
asi el riesgo de usar componentes toxicos o no biodegradables. En la Tabla 1.6 se muestran algunos

de los biopolimeros de mayor interés en los ultimos afios y la fuente de donde son extraidos.
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Nombre Tipo Origen
Alginato Polisacarido Algas
Carragenato Polisacarido Algas
Quitosano Polisacérido Crustdceos e insectos
Celulosa Polisacdrido Plantas y algas
Gelatina Proteina Animal
Proteina de Soja Proteina Soja

Goma Arabica Polisacarido/proteina Plantas

Goma Xantana Polisacarido Bacterias
Acido polilactico (PLA) Poliéster Bacterias
Acido polihidroxibutirico (PHB) Poliéster Bacterias
Almiddn Polisacarido Vegetal
Maltodextrina Polisacdrido Vegetal

Tabla 1.6. Lista de los biopolimeros mds utilizados y su correspondiente fuente de extraccién [15,16].

El nacleo de la cdpsula es la parte que se pretende proteger con la corteza y donde se situa el
ingrediente activo. Este puede existir en forma de sélido, liquido, gas o incluso como materiales de

cambio de fase (MCF o PCM en inglés) y la naturaleza puede ser organica o inorganica.

La compatibilidad del material de ndcleo con la corteza es un criterio importante para mejorar la
eficiencia de la microencapsulacién. El material de corteza deberd estructurarse para dar lugar a la
microcapsula en lugar de quedarse en disolucidn, reaccionando con otras moléculas o generando
polimerizaciones lejos del material activo. Ademas, la proporcidon de material de nicleo también juega

un rol importante en los fenédmenos de difusion, permeabilidad o liberacidn controlada.

El ingrediente activo puede ocupar la totalidad del nticleo o encontrarse disuelto/dispersado en otro
material compatible. Algunos ejemplos mas comunes de nucleos microencapsulados son los
medicamentos, aromas y fragancias, materiales de cambio de fase, catalizadores, reactivos o

microorganismos entre otros.

La liberacién posterior de estos activos microencapsulados se puede realizar mediante diferentes
mecanismos como puede ser el térmico, el eléctrico, el luminico, o el mecanico entre otros, siendo

este ultimo el mas comun [17].
1.5.2. Parametros cuantitativos

La determinacién cuantitativa para asegurar que un activo ha sido encapsulado eficientemente asi

como también la eficiencia del proceso se miden segun diferentes parametros [18].
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» Carga util o payload

La carga util o payload en inglés, es la cantidad de material activo respecto al total de la capsulay, por
lo tanto, un valor alto de carga significa que la microcapsula contiene una proporcién muy grande de
la especie activa. Dependiendo de la aplicacidn y la técnica, la carga util acostumbra a variar.
Dependiendo de la técnica de encapsulacién y la morfologia de las capsulas se pueden lograr valores

entre 10% y 95%. Este valor se determina mediate la ECUACION (1).
» Rendimiento de encapsulacion

El rendimiento de encapsulacion (REn%) consiste en valorar el grado de conversién de los materiales
iniciales (mondmeros, polimeros, nucleos...) en microcapsulas. Un rendimiento ideal seria la mayor
conversion posible para asi evitar aplicar procesos de lavado o de neutralizacidn de especies reactivas
gue hayan quedado en exceso. Por lo tanto, el rendimiento de encapsulacidn se cuantifica como se

muestra en la ECUACION (2).
> Eficiencia de encapsulacion

Por ultimo, existe otro valor llamado eficiencia de encapsulacion (EEn) el cual se refiere al grado de
atrapamiento de nucleo. Valores altos de este pardametro indican que el proceso ha permitido

encapsular la mayoria del material activo inicialmente afadido.

A continuacién se muestran las ecuaciones correpondientes para la determinacién de estos

parametros:

a) ¢ ¢l load (%) = Masa de material activo encapsulado % 100
Arga it o payload L) = Masa total de la capsula

Masa de capsulas obtenida

2) Rendimiento d lation (REn) (%) = x 100
(2) Rendimiento de encapsulation (REn) (%) Masa de capsulas tebrica

Masa de material activo encapsulado
(3) Eficiencia de encapsulacion (EEn) (%) = - ———— x 100
Masa de material activo inicial

1.5.3. Técnicas de encapsulacion

Hoy en dia se han desarrollado muchos tipos de técnicas de encapsulacion que suelen clasificarse de
distintas maneras. Una de ellas se basa en la clasificacidn del método de sintesis de las capsulas (Figura

1.11)
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Métodos Quimicos i Métodos fisicos
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Figura 1.11. Clasificacion de las principales técnicas de encapsulacion.

A continuacion se describen con mas detalle las técnicas mas importantes mostradas en el esquema
anterior:

1.5.3.1. Métodos fisicos

Los métodos fisicos o fisico-mecanicos son procedimientos de encapsulacién donde no se producen

reacciones quimicas de los compuestos. Los métodos mas representativos de esta familia son:
» Secado por pulverizacion o spray-drying

La técnica de secado por pulverizacién, comunmente conocida como spray-drying en inglés, se ha
estado usando en la industria alimenticia desde finales de los afos 50 para proteger los aromas de la
degradacion y para que compuestos liquidos se pudieran manipular como sélidos (p.ej. leche en

polvo). La tecnologia esta bien establecida, es econdmica y relativamente simple de escalar.

Una emulsion de aceite en agua (o/w) o una suspensién de particulas en presencia del polimero
encapsulante, se pulveriza a través de una cdmara caliente mediante un atomizador. Las microgotas
formadas viajan por la cdmara de secado, donde gracias a la temperatura, se provoca la evaporacién
de los componentes volatiles [19]. De esta forma el polimero precipita alrededor del aceite o particula

formando las microcapsulas que se recogen finalmente en forma de polvo en el colector (Figura 1.12).
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Al tratarse de un sistema muy enfocado a la industria alimentaria, como material de corteza se usan
gomas (goma arabica, goma guar), polisacaridos (maltodextrinas, almiddn, celulosa, alginato) o
proteinas (proteinas del suero, proteina de soja, caseinato). No obstante, se pueden usar también
polimeros sintéticos hidrosolubles como son el alcohol polivinilico (PVA) o la polivinilpirrolidona (PVP)
entre otros. Los pardmetros a ajustar en este tipo de sistemas son el caudal de entrada de la emulsién

o suspension, la presion y la temperatura del gas de secado.

Gas de Atomizador
secado => E;
0000 Solucion de
ooo - .
Camarade o alimentacion
secado
=> Salida de
gas
S“—n
Ciclén

Colector de particulas
secas

Figura 1.12. Representacion grdfica mostrando las partes y el funcionamiento de un spray-dryer [19].

» Lecho fluidizado

Esta técnica se utiliza para el recubrimiento de particulas sélidas o para generar aglomerados de éstas.
Las particulas en cuestion se encuentran suspendidas con la ayuda de un flujo continuo de aire caliente
y mientras estas particulas estan levitando, se les pulveriza una solucién de material de recubrimiento.
El solvente de esta solucién se evapora rapidamente gracias al calor generado por el flujo de aire
caliente, dejando una capa polimérica alrededor de las particulas sélidas (Figura 1.13). Este proceso
permite variar el grosor del material de corteza segln la cantidad de material pulverizado, e incluso
crear varias capas de distintos polimeros alrededor de un mismo nucleo. Si las capas poliméricas

tienen propiedades adhesivas, se pueden formar granulados de particulas agregadas entre ellas.

Esta técnica se puede usar para proteger un compuesto activo con varias capas o para depositar
compuestos activos distintos en distintas capas alrededor de un soporte sélido. Existen diferentes
tipos de lechos fluidizados dependiendo de la direccidn del pulverizado: Top-spray bottom-spray y

tangential spray.
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Pulverizado
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Figura 1.13. Representacion esquemadtica del funcionamiento de un lecho fluido, en este caso del tipo Top-spray [20].
» Extrusion y co-extrusion

Esta metodologia es la mas antigua para producir cdpsulas con hidrocoloides (alginato, carragenato...)
de tipo hidréfilo [21]. La suspensidn a encapsular se hace pasar por una jeringa (escala laboratorio) o
un extrusor (escala industrial) y se hace caer sobre una solucién reaccionante que provoca la
reticulacién de la matriz. Para disminuir el tamafio de las gotas se usan distintas técnicas para romper
el flujo de liquido extruido: ultrasonidos, presién de un gas, discos, etc. Para aumentar la velocidad
del proceso de suelen usar sistemas de coextrusién en paralelo donde se generan gotas bajo la

influencia de una vibracién (Figura 1.14)

Shell] Core [ Shelt

Vibracién

o=

©

Figura 1.14. Ejemplo de microencapsulacion por co-extrusion con el uso de vibraciones [21].

1.5.3.2. Métodos quimicos

Los métodos quimicos implican reacciones quimicas para la formacion de polimeros de corteza. En
este tipo de sintesis los materiales de partida son mondmeros y/o oligdmeros que reaccionan en la
interfase entre la fase acuosa y la de aceite (polimerizacién interfacial) o en la misma fase

(polimerizacién in-situ) para la formacion del polimero.
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Para llevar a cabo este tipo de procesos es necesaria la formacién de una emulsidn, donde dos fases
inmiscibles son mezcladas de manera homogénea [22,23]. La fase en menor proporcion (fase dispersa
o discontinua) es dispersada en otra mayoritaria (fase continua o dispersante). En el caso de que la
fase dispersada sea la hidrofébica la emulsidn se llama aceite-en-agua (o oil-in-water en inglés, O/W),
mientras que en el caso de que la fase dispersada sea la hidréfila, normalmente agua, la emusién es

del tipo agua-en-aceite (o water-in-oil en inglés, W/0O) (Figura 1.15).

Para llevar a cabo esta mezcla homogénea es necesario el uso de sistemas energéticos (agitacion
magnética o mecanica, ultrasonidos, ruptura por cizalla...) y el uso de tensioactivos o estabilizadores
de emulsiones. Estos compuestos tienen la funcidn de situarse en la interfase de las fases estabilizando
las gotas y evitando asi procesos de inestabilidad de la emulsién como la coalescencia, floculacién o
flotacidon entre otros. La etapa de emulsificacién tiene una gran importancia en los procesos de

encapsulacién ya que el tamafio de gota obtenido determinara el tamafo de microcapsula final.

Proceso
de
Fase A emulsién

Fase B

Emulsidn aceite en agua Emulsion agua en aceite
(oil-in-water, O/W) (water in-oil, O/W)

Figura 1.15. Esquema del proceso de emulsion partiendo de una mezcla de dos fases inmiscibles. Dependiendo de las

proporciones entre ambas fases se obtienen emulsiones de aceite-en-agua o agua-en-aceite.
» Polimerizacion in-situ

En los métodos de encapsulacion basados en la polimerizacién in-situ, los mondmeros u oligémeros
reactivos se afiaden a la fase continua o a la dispersa, donde ocurre la polimerizacién. El peso
molecular del polimero aumenta hasta convertirse en insoluble, precipitando y generando el material

de corteza (Figura 1.16).

Un ejemplo de polimerizacién in-situ con mondmeros/oligdmeros disueltos en la fase acuosa es la que
genera aminoresinas como corteza, siendo la melamina-formaldehido (MF) la mas representativa
[24]. Este tipo de material de corteza ha demostrado ser muy versatil, pudiendo encapsular una gran

variedad de nucleos como aceites [25,26], compuestos fotocrdmicos [27] o fluorescentes [28],
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materiales de cambio de fase [29,30] y fragancias [31,32]. Este tipo de metodologia de encapsulacién

se explica en mas detalle en el Capitulo 3.

Mondémeros/oligémeros

J hidrosolubles
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Figura 1.16. Esquema de la reaccion de polimerizacion in-situ en fase acuosa. a) oligémero/monémero
disuelto en la fase acuosa de una emulsion O/W; b) crecimiento del polimeroy precipitacion en la interfase;

¢) generacion de la corteza y microcdpsula.

Por otro lado, para la polimerizacion con mondmeros disueltos inicialmente en la fase dispersa (aceite)
se usa frecuentemente la polimerizacién radicalaria, donde la polimerizaciéon ocurre mediante la
generacion de radicales y su posterior reaccién de propagacion. Debido a que generalmente los
mondmeros reactivos son de caracter lipdfilo, la corteza se produce en el interior de la fase dispersa,

migrando el polimero hacia la interfase cuando se vuelve insoluble (Figura 1.17).

Los materiales mds representativos en este tipo de polimerizaciones son el estireno [33-34] y los
acrilatos [35], siendo necesaria la activacién (generacion de radicales) mediante el uso de

catalizadores, radiacion UV o temperatura.
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Figura 1.17. Esquema de encapsulacion por polimerizacion radicalaria; a) emulsion O/W con el monémero y el activador
en el interior de la fase hidrofébica; b) activacion e inicio del proceso de propagacion; c) migracion de las especies

oligoméricas a la interfase; d) formacion de la corteza polimérica y microcdpsula.
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» Polimerizacion interfacial

La polimerizacidn interfacial es un tipo de método quimico de encapsulacién que, como el nombre
indica, se produce en la interfase de las dos fases de una emulsién. En este tipo de polimerizacién, dos
mondmeros reactivos que son solubles en sus respectivas fases inmiscibles, entran en contacto en la
interfase y reaccionan [36]. La resultante reaccién de polimerizacién forma un film polimérico en la
interfase cuyo grosor aumenta con el tiempo hasta que uno de los reactivos se termina o hasta
bloquear la difusidon de los mondmeros entre una fase y la otra (Figura 1.18). Para poder producir una
polimeracion es necesario el uso de mondmeros al menos di-funcionales para el crecimiento de

cadenas poliméricas, y al menos tri-funcionales para asegurar el entrecruzamiento.

B Monémero hidréfilo

A Monémero hidréfobo

a B b
B B B
A B
B
A A A
A A A\B
B A A
B s A
A A A
_— . . B

B B B

B

Figura 1.18. Esquema de encapsulacion por polimerizacién interfacial en emulsiones O/W. a) Monémeros
lipdfilos/ hidrdfilos disueltos en sus correspondientes fases; b) encuentro de los monémeros en la interfase

agua/aceite; c) reaccién de policondensacion; d) formacion de la microcdpsulas tipo nicleo-corteza.

Dependiendo del tipo de mondmeros utilizados se pueden obtener distintos tipos de polimeros. Con
este método se pueden conseguir cortezas de tipo poliamida, poliurea, poliuretano o poliéster segun

los mondémeros utilizados (Tabla 1.7).
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Monoémero lipofilo Monémero hidréfilo Polimero
Dicloruro de acido Diamina Poliamida
o H N/\/NH2 H
Cl)l\/\/\/\/\r(c‘ z HN—R NWRF
[o] o o n
Dicloruro de acido Diol Poléster
0 OH _ ;
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o (o] (o]
Diisocianiato Diamina Poliurea
-0 NH
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© L
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Tabla 1.7. Ejemplos de mondémeros usados en polimerizacion interfacial y el tipo de polimeroque se obtiene (el polimero

mostrado es una formula general, no la correspondiente a la reaccion entre los mondémeros mostrados).

Las principales ventajas que ofrece esta metodologia es la obtencidn de capsulas con una alta carga
util de sustancia activa, la posibilidad de encapsular nucleos hidréfobos o hidréfilos, su relativo bajo
coste y la gran variedad de mondmeros disponibles comercialmente que permiten generar cortezas
con propiedades fisico-quimicas distintas. Ademas, existen varios estudios de encapsulacion de
fragancias mediante esta metodologia, sobretodo con el uso de poliuretanos, donde se ha

demostrado unos buenos resultados [37-39].

En el Capitulo 4 se explica con mds detalle esta metodologia y los pardmetros mas relevantes en la

formacion de las capsulas.

» SOL-GEL

El proceso sol-gel consiste en un proceso de polimerizacidon que ocurre tras una reaccion de hidrélisis
y condensacidn de un precursor molecular en fase liquida para formar una solucién coloidal (Sol) que
posteriormente se convierte en una polimérica (Gel) (Figura 1.19). Uno de los precursores mas
utilizados es el tetraetilalcoxisilano (TEQOS) y su hidrolisis genera alcoxilatos que posteriormente
condensan para dar lugar a enlaces de tipo dxido (-Si-O-Si-). La silice (SiO;), que se forma en la
polimerizacidn y es un material mecanicamente muy estable un material idéneo para la encapsulacion

y para la proteccién de substancias en entornos quimicos altamente agresivos.
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Figura 1.19. Esquema del proceso Sol-Gel.

El proceso en presencia de una emulsiéon permite la formacidon de microcdpsulas con corteza

inorganica donde el nucleo puede ser hidrofilico o hidrofébico [40-44].

1.5.3.3. Métodos fisico-quimicos

En estos métodos, la formacion de la corteza se induce mediante la variacidn de las propiedades fisico-
guimicas de la mezcla (pH, T, concentracion) que provocan la precipitacion del material polimérico
pre-disuelto en la fase acuosa o dispersa. Estos métodos no involucran reacciones quimicas en el

proceso de formacién de la corteza, evitando la degradacién de los mondmeros activos a encapsular.
» Coacervacion

El método de coacervacién se basa en un proceso de separacion de fases de polimeros solubles en
agua generando lo que se denomina coacervados. Los coacervados son agregados poliméricos
(particulas coloidales) con alto contenido de agua que se separan del medio acuoso mediante un

estimulo externo como el pH, la temperatura, o la adicion de sales entre otros.

El término coacervado proviene del latin acervus que significa agregacion y el prefijo co- que indica la
unién de particulas coloidales. Este término fue usado por primera vez en 1929 por Bungerburg de
Jong y Kruit [45]. Posteriores estudios sobre el proceso de coacervacion dieron lugar al primer sistema
de microencapsulacion patentado de la historia, usado para el papel autocopiante con tinta coloreada

encapsulada en gelatina [46].

La coacervacidn se puede clasificar en simple o compleja. En la coacervacidn simple, se parte de un
solo polimero que se hace precipitar con los estimulos antes mencionados. En cambio, en la
coacervacion compleja, la separacion de fases se produce por la interaccion electroestatica de dos
polimeros de carga opuesta que inicialmente se encuentran solubilizados en agua. En la Figura 1.20

se muestra un esquema de un proceso de encapsulacidon basado en coacervacidon compleja.
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Polimero B (-)
Coacervado
\. Polimero A (+)

Figura 1.20. Esquema de un proceso de encapsulacion mediante coacervacion compleja. a) Interaccion de los
dos polimeros hidrosolubles de carga opuesta; b) formacion del coacervado en la fase acuosa; c) deposicion

sobre la fase discontinua; d) formacidn de la corteza de la microcdpsula.

En la primera fase se genera la atraccion electroestdtica de los dos polimeros de carga opuesta dando
lugar a un proceso de separacion de fases, en el cual se forman los coacervados (Figura 1.20.a y b).
Estos continGan separdndose de la fase acuosa y migran hacia a la interfase agua-aceite para

finalmente depositarse completamente en esta interfase dando lugar a capsulas (Figura 1.20.d).

Este tipo de metodologia esta destinada Unicamente a la encapsulacién de nucleos hidréfobos por la
necesidad de utilizar polimeros hidrosolubles. Por otro lado, los tipos de polimeros destinados a la
formacidn de la corteza y los materiales que se pueden encapsular con el uso de esta metodologia son

muy amplios [47-56].

En el Capitulo 5, dedicado a la encapsulacidn por coacervacién compleja se describe en mas detalle el

proceso de formacién de las capsulas y los parametros mas relevantes.
» Difusion/Evaporacion de solvente

En este tipo de metodologias de encapsulacién, el polimero de la corteza y el material del nucleo se
disuelven en un disolvente organico. Esta disolucion se dispersa posteriormente en la fase continua

acuosa y tras obtener la emulsidén se promueve una separacion de fases mediante varios métodos.
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En el caso del método de difusion se elige un disolvente que no sdlo disuelva el polimero y el material
activo, sino que también tenga una buena afinidad con la fase continua. Asi pues, tras mezclar esta
fase con la continua, se induce una difusidon del disolvente hacia la fase acuosa provocando un
aumento de la concentracién del polimero que rdpidamente precipita formando las capsulas (Figura
1.21). Los disolventes mas comunes para este tipo de encapsulaciones son el acetato de etilo, acetona,

acetonitrilo, o alcoholes [57]

Figura 1.21.Proceso de encapsulacion mediante difusion de disolvente.

En el método de la evaporacion de solvente también se usa un disolvente capaz de disolver tanto
polimero como el material activo a encapsular pero inmiscible con la fase continua. La precipitacion
del material de corteza se produce por la evaporacion del disolvente que provoca la saturacion de la
fase discontinua y por lo tanto la precipitacion del polimero (Figura 1.22). Este proceso puede
necesitar la aplicacion de calor y/o vacio para la completa evaporacion del disolvente aunque también
es posible a temperatura ambiente y presién atmosférica mediante disolventes altamente volatiles.
Los disolventes mas comunes usados en estos procesos son el diclorometano o el cloroformo por su

baja temperatura de evaporacion y su buena capacidad de disolver polimeros de corteza.

Figura 1.22. Proceso de encapsulacion mediante evaporacion de disolvente.

Esta metodologiase usa tanto para la encapsulacién de nucleos hidréfobos mediante emulsiones
aceite en agua (O/W) como para la encapsulacion de nucleos hidréfilos mediante emulsiones agua en

aceite en agua (W/O/W) [58].
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» Formacion capa por capa (Layer by layer)

Este tipo de encapsulacién se lleva a cabo mediante de la formacion de multicapas alrededor de un
nucleo. Para las capas se usan polimeros cargados o polielectrolitos. La corteza se constituye por
capas, donde cada capa esta formada por un polimero de carga opuesta a la anterior (Figura 1.23).
Esta técnica es de gran interés por el hecho de que existen multiples combinaciones de polielectrolitos
y por lo tanto diferentes tipos de corteza a obtener con sus correspondientes propiedades. Por otro

lado, el proceso de sintesis es muy lento debido a la adicién secuencial de los polielectrolitos [59,60].

Figura 1.23. Representacion grdfica de un proceso de encapsulacion por capas.

El objetivo principal del proyecto ha sido el de investigar, desarrollar, y caracterizar tres tipos
diferentes de microcapsulas mediante el uso de polimeros/monémeros de alta disponibilidad

comercial. Las técnicas y materiales usados por orden de ejecucion han sido:

> Capsulas de melamina-formaldehido por polimerizacién in-situ: El objetivo ha sido poder

desarrollar las capsulas referencia del mercado o ‘benchmark’ con fragancias de la propia
compafiia para asi poder comparar las prestaciones con el resto de capsulas desarrolladas. El

Capitulo 3 de esta tesis esta dedicada a este tipo de desarrollo.

> Capsulas de poliamida por polimerizacidn interfacial: El objetivo ha sido el de continuar el

desarrollo de cdpsulas de poliamida obtenidas durante el proyecto MICROFRAG para intentar
mejorar las prestaciones de las microcapsulas obtenidas tras la finalizacion de dicho proyecto.
El resultado obtenido fueron cdpsulas de poliamida con fragancias formuladas por CARINSA

para adaptadas a un suavizante. Las capsulas ademas se modificaron superficialmente para
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dotarlas de mayor adhesion a las fibras de ropa en un proceso de lavado. En el Capitulo 4 se

explica en mas detalle este trabajo.

» Capsulas de gelatina-goma arabica por coacervacidn compleja: El objetivo ha sido el de utilizar

biopolimeros como material de corteza para la encapsulacidon de fragancias mediante un

proceso totalmente seguro y libre de formaldehido. Las normativas a nivel mundial son mas

estrictas en relacidn a la produccidn de plasticos y microplasticos por su acumulacién en el

medioambiente. Por ello, una de las alternativas en el trabajo del proyecto fue utilizar

materiales respetuosos con el planeta, no solamente por su alta degradabilidad vy

biocompatibilidad sino que hubiera una alta disponibilidad del material a un precio

competitivo. El Capitulo 5, de mayor extension del resto, expone el trabajo dedicado a esta

técnica y el uso de estos materiales.

La fragancia objetivo a encapsular mediante las diferentes técnicas de encapsulacién fue Ia

desarrollada especificamente para este proyecto bajo el nombre de Tropical Fruit P780765

(TROPICAL). La fragancia fue disefiada por el equipo de expertos perfumistas de CARINSA, siendo ésta

una mezcla variada de diferentes compuestos volatiles. La lista de los diferentes componentes y sus

proporciones se muestran en la Tabla 1.8.

Nombre % Férmula Nombre % Férmula
Acetato etilo 1.5 Agrumex 16
2-Metilbutirato etilo 3 Aldehido C11 Undecilico 0.0585
cis-3-Hexenol 0.2 Veloutone 0.5
Acetato isoamilo 1.8 Orivone 0.2
Manzanate 2 Acetato terpenilo 0.001
Acetato cis-3-hexenilo 3 Aldehido C12 MNA 0.0025
Acetato hexilo 6 Menta-8-tiol-3-ona 0.002
2-Isopropil-4-metiltiazol 0.01 delta-Damascona 0.4
p-Cimeno 0.0025 Acetato geranilo 1.5
Limoneno 7.075 Aldehido C12 Laurico 0.0535
Eucaliptol 0.4 MAM 0.01
Melonal 0.1 Acetato verdilo 7.5
gamma-Terpineno 0.0025 Metil ionona 0.5
DHM 35 Floralozone 0.2
Caproato alilo 1.5 Yara yara 2
Butirato de amilo 0.8 trans-2-dodecenal 0.006
Liffaroma 0.2 Decadienoato etilo 0.1
Terpinoleno 0.0015 Acetato veticol 0.2
Linalol 3.655 Butirato DBC 1.5
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Alcohol feniletilico 0.001 Phenirat 3
Isobutirato hexilo 0.4 Bacdanol 0.2
Citronelal 0.05 Aldehido C14 9
Mentona 0.4 Fructalate 0.2
Acetato bencilo 0.0105 DEP 1.538
Heptanoato alilo 3 Hedione 3
Butirato cis-3-hexenilo 0.2 TEC 0.2648
Terpineol 0.02 Iso E Super 4
Aldehido C10 0.206 Salicilato hexilo 4
Terpenil metil eter 0.6 Habanolide 2
Alil amil glicolato 0.2 Aldehido alfa-amil cinamico 0.0015
Aldehido cuminico 0.0002 Salicilato metilo 0.0005
Citral 0.5015 Sandela 0.5
Carvona 0.2
Acetato linalilo 1.026

Tabla 1.8. Listado de los componentes y su correspondiente proporcion en la fragancia Tropical Fruit P780765.

Como se puede comprobar, la formulacién es compleja, formada por muchos compuestos de
diferente naturaleza y polaridad, lo que complica el proceso de encapsulacién. Por ello, en esta tesis
se planted la encapsulacién de una serie de nucleos mds simples hasta lograr finalmente la
encapsulacién de la fragancia objetivo. La manera de proceder para las tres técnicas fue la siguiente

por orden de ejecucién:

e Encapsulacion de un aceite monocomponente.
e Encapsulacion de fragancias simples (entre 4 y 20 compuestos) o fragancias mono-
componente.

e Encapsulacion de la fragancia objetivo TROPICAL.

Respecto a los materiales de corteza investigados, se buscaron los que cumplieran en mayor grado las

siguientes caracteristicas:

e Inertes frente al nucleo a encapsular.

e (Capaces de liberar el contenido por ruptura mecanica.

e Buena interaccion con el sustrato final o la matriz donde se integran.
e Econdémicos y comercialmente disponibles.

e Biocompatibilidad y biodegradabilidad.
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Ademas de estas condiciones, en este proyecto se fijaron una serie de requisitos a cumplir referente
a la calidad de las microcdpsulas sintetizadas. Las caracteristicas deseadas para considerar el proceso

de encapsulacidn satisfactorio fueron las siguientes:

e (Cdpsulas con estructura nucleo-corteza.

e Morfologia esférica.

e Tamafios de particula menores que 50 um (deseable menor que 25 um) con una baja
polidispersion.

e Estabilidad quimica y coloidal en suspensidn y tras el secado.

e Alta carga util (>80%p/p).

e Reproducibilidad de la sintesis.

Para la caracterizacion de las microcdpsulas obtenidas se usaron técnicas de microscopia para la
determinacion morfoldgica (dptica y electrdnica), técnicas de determinacién de los tamafios

(Mastersizer®2000) y técnicas para la determinacion cuantitativa de las cdpsulas (*H-RMN, GC-MS).

En este proyecto, la visién es ademas poder realizar sintesis de microcdpsulas en reactores de grandes
volumenes (2-10 L) tras un desarrollo de procesos de escalado. La conversion de una sintesis desde
escala laboratorio (50-150 g) a una escala de produccién industrial para la fabricacion de
microcdpsulas implica muchos factores, no solamente un incremento de los reactivos. El dominio de
los tiempos, las variables fisico-quimicas o el manejo de los reactivos para su mezcla son algunos de
los elementos que desde el principio del proyecto se han tenido en mente. Ademas, la proxima
adquisicion por parte de CARINSA de reactores de 100L y 400L para sintesis de microcapsulas permitira
continuar con este proceso de escalado de los procesos de encapsulacidn. En el Capitulo 6, centrado
en el escalado de los procesos optimizados, se exponen mas extensamente todos los detalles

referentes a este procedimiento.

Los distintos procesos optimizados para la sintesis de microcapsulas y las correspondientes
caracterizaciones vienen detallados en forma de protocolos de trabajo en el el Anexo | situado en la
parte final de esta tesis. A continuacidn, en el Anexo Il, se muestran las fragancias disefadas para los

distintos procesos de encapsulacion.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es la microencapsulacién de fragancias creadas por CARINSA
para su introduccidon en detergencia, concretamente en suavizantes.. Mediante este proceso de
transformacion, las fragancias estaran protegidas frente a la volatilizacién y seran liberadas mediante
la aplicacion de friccion. En el trabajo de obtencién de estas microcapsulas, se buscara cumplir una
serie de caracteristicas especificas como por ejemplo una alta carga util (>80%) y unos tamafios
inferiores a 50 um. Ademas, el desarrollo de esta tecnologia propia permitird ofrecer nuevas
estrategias en las formulaciones de fragancias y también abrir una nueva oportunidad de negocio

para la compaiiia.

Para darle un valor afiadido al objetivo principal, se delimitaron unos objetivos especificos a cumplir

al finalizar esta tesis:

1. Microcapsulas de melamina-formaldehido con fragancia Tropical Fruit P780765
Obtencion de cdpsulas de melamina-formaldehido adaptadas a la fragancia objetivo Tropical
Fruit P780765 formulada por CARINSA y con las caracteristicas especificadas en el apartado
1.6. Las capsulas serdn caracterizadas con diferentes técnicas analiticas para determinar que
cumplen los requisitos. Se estableceran protocolos para realizar una comparativa precisa con
el resto de microcdpsulas desarrolladas.

2. Microcapsulas de poliamida con fragancia Tropical Fruit P780765
Se investigara mejorar las prestaciones de las capsulas poliamida desarrolladas en el proyecto
MICROFRAG mejorando la estanqueidad y reduciendo el tamafo. Esto implicara
modificaciones del proceso en varias etapas y con variaciones en los reactivos de partida. El
valor para la compaiiia de este sistema de encapsulacion es su bajo coste energético y sus
cortos tiempos necesarios para la obtencién de microcdpsulas. El objetivo es lograr capsulas
de poliamida con la fragancia de interés Tropical Fruit P780765 y con las modificaciones
aplicadas, ademas de los requisitos genéricos (carga total, estabilidad, estanqueidad...).

3. Microcapsulas de gelatina-goma arabica con fragancia Tropical Fruit P780765
Se trabajard en la sintesis de microcapsulas con la fragancia objetivo Tropical Fruit P780765
con el uso de biopolimeros de alta disponibilidad como material de corteza. El valor diferencial
de esta técnica de encapsulacion es su caracter biocompatible y biodegradable, lo que lo hace
un producto muy atractivo para el mercado y para los usuarios finales. Se buscara obtener
capsulas de tamarios similares a los obtenidos con los métodos quimicos y que cumplan las
caracteristicas deseadas.

4. Escalar los procesos desarrollados para la fragancia Tropical Fruit P780765
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En esta etapa del proyecto se buscara obtener microcapsulas de las tres técnicas desarrolladas
mediante un escalado (1-3 kg) de las sintesis optimizadas. Se adaptaran los diferentes
equipamientos y pardmetros para lograr capsulas con similares caracteristicas a las obtenidas
a escala laboratorio (50-150 g).

Aplicacidn de las capsulas desarrolladas en tejidos

El objetivo final de las capsulas es ir implementadas en un producto de detergencia,
principalmente suavizantes. Se realizardn estudios de estabilidad para su introduccidon en este
tipo de productos y también se realizaran estudios sobre su adhesién en un tejido y su
posterior liberacidn por friccion.

Estudio de mercado o ‘benchmarking’

Uno de los trabajos que se realizaran de forma continuada durante este proyecto es la
caracterizacion de productos microencapsulados presentes en el mercado para asi comparar

sus caracteristicas con las microcdpsulas desarrolladas.
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Encapsulacion por Polimerizacion in-situ

El primer estudio que se presenta en esta tesis corresponde a la sintesis y optimizacién de

microcdpsulas de melamina-formaldehido (MF) a través del método de polimerizacidn in-situ y su

adaptacion a las fragancias formuladas por CARINSA. El desarrollo de estas cdpsulas poliméricas se

creyod relevante principalmente por dos motivos.

1.

Desarrollo de las capsulas de referencia (benchmarking)

El primero de ellos es poder sintetizar el tipo de capsulas referencia del mercado (melamina-
formaldehido) adaptado a las fragancias formuladas por CARINSA, debido al interés de tener
esta tecnologia en el portfolio de la compafiia.

Comparativa con las otras técnicas de encapsulacién

La alta presencia de este tipo de microcapsulas en el mercado no es casual ya que, como se
explica mas adelante en el capitulo, muestran una gran versatilidad y unas prestaciones
superiores respecto a otro tipo de microcapsulas. En el transcurso de esta tesis se muestran
dos metodologias de encapsulacidn (polimerizacidn interfacial y coacervacion compleja) que
pretenden sustituir las cdpsulas de melamina-formaldehido para igualar o mejorar diferentes
aspectos de calidad como pueden ser la carga util, la resistencia al entorno o la eficiencia
energética de la sintesis entre otros. Por lo tanto, partiendo de los resultados de referencia

obtenidos en este capitulo, se valoraran los resultados obtenidos con las otras dos técnicas.

Tal y como se menciond en la introduccidn, en este tipo de procesos la reaccidn de polimerizacidn se

produce en la fase acuosa. Tras el proceso de polimerizacidn, se obtiene un recubrimiento polimérico

altamentre entrecruzado y termoestable.

El polimero se obtiene a través de la reaccién entre grupos amino, con caracter nucleéfilo, y grupos

carbonilo de caracter electroéfilo. El producto resultante es un polimero que se denomina aminoresina.

Las combinaciones mas conocidas son:

Urea-formaldehido (UF).
Melamina-formaldehido (MF).
Urea-melamina-formaldehido (MUF).

Urea/Melamina-resorcinol.

Cada una de estas resinas tiene unas caracteristicas fisicoquimicas concretas (resistencia a la hidrélisis,

resistencia mecanica, resistencia quimica...) aunque se encuentran similitudes por la naturaleza del

polimero y los enlaces covalentes generados.
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De las resinas presentadas, para el desarrollo del proyecto se decidid la encapsulacién con los
mondmeros melamina y formaldehido (Figura 3.1) para dar lugar a la resina MF. A nivel quimico, lo
gue se produce en este tipo de reaccidn es una condensacion entre los grupos amino de la melamina
y el carbonilo del aldehido. Debido a la estructura de la melamina, con tres aminas reactivas en los
extremos, se obtiene un polimero muy ramificado y con alto grado de entrecruzamiento (resina

termoestable).

a b
HN
NT TSN
RS O
T\I N + I - L/“\/)\
)\/ o N~ N7 N7,
HoNT N” NH, H™ "H H H
Resina MF

Figura 3.1. Estructura molecular de la melamina (a), formaldehido (b) y de la resina resultante de la reaccion

de condensacion.
3.1.1. Datos de mercado

Como se ha comentado anteriormente, el amplio uso de estos polimeros en la industria de la
encapsulacién es debido a la elevada disponibilidad de las materias primas y su bajo coste. Por ello, a
continuacién se describe brevemente la situacién de mercado de los mondmeros implicados en el

proceso de sintesis.

3.1.1.1. Melamina

La melamina es un compuesto que tiene multiples usos en la industria quimica y alimentaria aunque

principalmente su produccion va destinada a la produccidn de resinas o adhesivos.

La melamina se produce mundialmente a partir de la urea mediante un proceso de dos etapas, siendo
China el mayor productor mundial. Inicialmente, la urea descompone en amoniaco y acido cidnico

para posteriormente polimerizar con el propio amoniaco dando lugar a melamina [1].

Recientemente la tendencia de los precios de la melamina esta en ligera subida por la gran demanda

para su uso en diferentes tipos de resina [2]

3.1.1.2. Formaldehido

El formaldehido se obtiene principalmente de un proceso de oxidacidn catalitica del metanol. El mas

conocido es el proceso BASF®, mediante el cual se obtienen soluciones finales de formaldehido al 50%
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y con una conversién cuantitativa del metanol [3]. Por este motivo la subida de los precios observada
para el formaldehido durante los Ultimos afios también ha afectado al precio del metanol [4]. A pesar
de este incremento el formaldehido continta ofreciendo un precio muy competitivo debido a la gran

produccién mundial para su uso en diferentes aplicaciones, sobretodo en resinas.

La produccién anual de formaldehido se situa en torno a las 52 millones de toneladas. La region de
mayor produccidn es Asia, siendo China el pais con mayor capacidad con diferencia, produciendo

hasta el 50% del volumen mundial (Figura 3.2).

Middle East &
Latin America Africa

Figura 3.2. Distribucion de la produccion mundial de formaldehido por regiones [5].

3.1.2. Toxicidad del formaldehido

El formaldehido esta considerado como tdxico en la Unidn Europea [6], Estados Unidos [7] y en otras
regiones del mundo por su capacidad para generar alergias en las personas mas sensibles a él. Por
ello, las empresas responsables de la produccion de resinas basadas en formaldehido no deben
sobrepasar unos limites de formaldehido libre, no sélo durante la fabricacidon sino también en el
momento de poner el producto en el mercado, sobre todo si se trata de materiales que puedan entrar

en contacto con la piel.

Un aspecto a tener en cuenta es que no todo el formaldehido esta destinado a la sintesis de resinas.
En la industria del tejido es un componente usado con frecuencia para dotar a las prendas de mejores

propiedades como menor arrugabilidad, capacidad fungicida o mejor fijacién del color.

En algunas regiones del mundo, como en Japdn, Estados Unidos o la Unién Europea, ya se estd
legislando respecto a los niveles maximos permitidos de formaldehido presente en prendas

destinadas a varios usos. Dependiendo del tejido y el pais, los niveles varian, no obstante todos se

51



Capitulo 3

encuentran alrededor de las partes por millén (ppm). En la Tabla 3.1 se muestran algunos de estos

limites establecidos dependiendo de la normativa reguladora.

Prendas

infantiles (ppm)

Prendas en contacto

con la piel (ppm)

Otras prendas o

tejidos (ppm)

Ley Jap6n No.112 20 75
Union Europea Eco-label 30 75 300
Oeko-tex standard 100 20 75 300
Certificacion DIN CERTCO
20 75 300
para productos téxtiles
o Textil 75
EU eco.label para calzado
e Piel 150
EU eco-label para
e Colchones 30
colchones
EU eco.label para
e Piel 150

mobiliario

Tabla 3.1. Limites mdximos permitidos de formaldehido libre en textiles y productos similares segun

diferentes normativas a nivel mundial [8].

Por todos los motivos mencionados, es muy importante tener sistemas fiables para la deteccién de

formaldehido libre. Para ello, se han ido desarrollando diferentes métodos analiticos que permiten

cuantificar la presencia de este compuesto. Los métodos mas usados para la determinacién de

formaldehido estan basados en:

o Colorimetria y espectrofotometria

e Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

e Cromatografia de gases (GC y GC-MS)

e Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
e Fluorimetria y quimioluminiscencia

e Sensores enzimaticos

e Otros

Ademas, en relacién con el sector textil se han establecido procedimientos analiticos estandarizados

por EDANA (European Disposables and Nonwovens Association) para el control de formaldehido de la

manera mas precisa y rigurosa [8]. Por lo tanto, teniendo en cuenta que la sintesis de microcapsulas
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de este tipo usa formaldehido y que las cdpsulas estan destinadas a atraparse en las fibras de prendas,

es obligatorio controlar los niveles en el producto final.

3.1.3. Estrategias de control del formaldehido

En la polimerizacién in-situ el formaldehido genera puentes entre las moléculas de melamina (en caso
de usar este mondmero), por lo que se utiliza un exceso para asegurar la correcta reticulacion de toda
la resina. Ademas, en algunas de las condensaciones de la resina, sobre todo a mayores temperaturas
(>60°C) algunas de las terminaciones del polimero pueden generar moléculas de formaldehido

mediante la reaccidn que se muestra en la Figura 3.3.

)

H

)Ni + )\ N H)N\ 5 H>:O L
N7 N i | NZ TN
~ NH/k\N/,kNH/ ,‘U"V\'NHJ\N)\NHA‘\n il NH)QN N\H\NH)%N/“\NH/H

>§z

~0'

Figura 3.3. Esquema de liberacion de formaldehido durante la formacion de puentes metilénicos [8].

Por lo tanto, es posible encontrar formaldehido libre en el material final. Esto se aplica también al
proceso de generacién de la corteza de las microcapsulas, tras el cual el formaldehido puede
encontrarse en la fase acuosa. Por ello, se han ido creando estrategias para eliminar la presencia de

este compuesto como se describen a continuacion.

3.1.3.1. Atrapadores de formaldehido

Los atrapadores (o scavengers en inglés) son moléculas con cardcter nucleéfilo que tienen una
tendencia alta a reaccionar con el formaldehido libre dando lugar a nuevas especies menos tdxicas o

inocuas.
Los atrapadores mas utilizados son:

» Amoniaco/sales de amonio

El amoniaco o las sales de amonio son uno de los compuestos mas usados para minimizar los niveles
de formaldehido en las suspensiones de microcapsulas. La reaccién de estos compuestos con

formaldehido da lugar a hexametilentetramina en las siguientes relaciones estequiométricas:
(Eq.1) 4NH4Cl + 6 CH20 > (CH2)6N4 + 6 H20 + 4 HCI
(Eq.2) 4 NH3z+ 6 CH20 - (CH2)eéNs + 6 H20
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La velocidad de la reaccién aumenta con el pH hasta un maximo situado en torno a pH=9-10. Ademas,
la hexametilentriamina es un compuesto con una baja volatilidad y sus correspondientes soluciones
son relativamente estables presentando un bajo grado de hidrdlisis, es decir, raramente vuelven a

generar formaldehido y amoniaco.

» Urea /Melamina

La urea y la melamina, ademas de ser los monémeros de partida junto con el formaldehido en las
polimerizaciones, también se pueden usar como atrapadores del formaldehido residual en fases
finales de procesos de encapsulacién. El resultado en este caso no es el de la formacién de polimero

de corteza sino de oligdmeros que permanecen solubles en agua.

» Otros

Ademads de los atrapadores mencionados anteriormente, se siguen investigando alternativas para
minimizar los niveles de formaldehido libre. Se ha demostrado el atrapamiento con diferentes sales
inorganicas como metabisulfito sddico para formar aductos [9], con polimerizaciones con derivados
de la madera como los taninos [10], y con suspensiones de particulas de etil celulosa para una

liberacion prolongada del atrapador [11].

3.1.3.2. Sustitutos del formaldehido

Otra estrategia usada para disminuir o eliminar la cantidad de formaldehido consiste en su sustitucion
parcial o total por otros compuestos capaces de entrecruzar la melamina durante la polimerizacion.
Por ejemplo, el uso de resinas modificadas con metanol (Metanol-Melamina-Formaldehido, MMF)
permite reducir la cantidad de formaldehido en la reaccidn sin perder la eficiencia de polimerizacion.
En este caso, el metanol sustituye el formaldehido en los extremos de los oligdmeros generados,
provocando extensiones de la resina de la misma manera que lo haria el formaldehido (como se

explicard mas adelante).

Por otro lado, hay compaiiias que han continuado innovando en el desarrollo de sistemas mas
sostenibles y abogan por usar compuestos de alta reactividad que puedan sustituir completamente al
formaldehido en el proceso de polimerizacién in-situ. Algunos ejemplos de compuestos alternativos

son el glutaraldehido, el glioxal o el 2,2-dimetoxiacetaldehido (Figura 3.4).
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H O H3;CO i
.

Figura 3.4. Compuestos usados como sustitutos del formaldehido en la sintesis de cdpsulas. (a) Glioxal; (b) 2,2-

dimetoxiacetaldehido [12].

Ambos compuestos son mas seguros que el formaldehido y en ningin caso la degradacion del

polimero daria lugar a la liberacidon de éste.

3.1.4. Polimerizacion en los procesos de microencapsulacion

El proceso de polimerizacion para la obtencidon de una aminoresina de tipo MF debe adaptase a un
proceso de encapsulacion en una emulsion O/W. Para ello es necesario tener en cuenta los aspectos

gue se describen a continuacion.
3.1.4.1. Preparacion del prepolimero

La polimerizacidn in-situ con el uso de melamina y formaldehido se produce en la fase acuosa por lo
gue los mondmeros deben escontrarse solubilizados en el agua. Teniendo en cuenta que la melamina
es un solido a temperatura ambiente y muy poco soluble en agua, se requiere una preparacion previa

para poder usarla en el proceso de encapsulacién.

Inicialmente se dispersa la melamina en agua en presencia de un exceso de formaldehido. A alta
temperatura (>60 °C) y a pH basicos (8-9) la reaccion de condensacion da lugar a lo que se denominan

especies metilodadas (o prepolimero MF).

NH, NHCH,OH N(CH,0H),

NT XN fl) NaOH Y N XN

LA, et IA T A

NH, HOH,CHN” N “NHCH,0H  (HOH,C),N” N “N(CH,0H),

Melamina Formaldehido
Especies metiloladas

Figura 3.5. Reaccion de formacion de las especies metiloladas solubles en medio acuoso [13].

Como se puede apreciar en la Figura 3.5 en las aminas primarias terminales de la melamina pueden
condensar una o dos moléculas de formaldehido dando lugar a especies hidrosolubles. Para evitar que
estas especies puedan continuar reaccionando en disolucidon hasta formar el polimero, es necesario

estabilizar las soluciones o hacer uso de ellas al poco tiempo de ser preparadas.
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3.1.4.2. Polimerizacion y curado

En esta segunda etapa todas las especies metiloladas condensan entre ellas dando lugar a cadenas de
oligdmeros y finalmente polimeros. En el proceso de encapsulacion las cadenas oligoméricas deberan
depositarse en la interfase agua/aceite (de la emulsion previamente preparada) generando la corteza

final de la microcdpsula.

Para promover esta segunda etapa es necesaria una catalisis dcida y un incremento de la temperatura
en la mayoria de los casos. Inicialmente en el proceso de polimerizacién se generan puentes
covalentes con atomos de oxigeno en la parte central de éste y aunque en esta disposicién los enlaces
son resistentes, son susceptibles a la hidrdlisis. Para fortalecer estas estructuras se promueve la
generacion de enlaces métilénicos mediante una mayor aplicacién de calor, que los hace mas

resistentes a la hidrolisis [14].

En la Figura 3.6 se resume de manera esquematica todas las transformaciones que sufren los

mondmeros hasta dar lugar a la resina.

_CH:OH

Y

HN N NH
- M,
CH;OH CH,OH /L
Ny
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HN N
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CH LOH B N CH,OH rJﬂ\\u)\ )\ )%
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Oligédmero melamina-formaldehido N N N

>\7
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Polimero MF entrecruzado

Figura 3.6. Esquema global de la reaccion de condensacion de resinas MF [15].
3.1.4.3. Otros requerimientos para la encapsulacion de nucleos hidrofobicos

Con el objetivo de adaptar este tipo de polimerizacidén a procesos de encapsulacion es necesaria la
generacién de emulsiones tipo aceite en agua (O/W) que permitan la migracién del prepolimero

solubilizado en la fase acuosa (especies metiloladas) hacia la interfase con la fase discontinua (aceite
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o una fragancia), y la posterior polimerizacion. El resultado es la generacién de una corteza

suficientemente gruesa y estable que da lugar a una microcdpsula con estructura nicleo-corteza.

Uno de los elementos mds importantes en la sintesis de este tipo de capsulas son los estabilizantes
y/o aditivos que favorezcan a la deposicion del prepolimero sobre la superficie de las gotas. La reaccion
de melamina-formaldehido es un proceso lento en el cual la emulsién debe permanecer estable
durante un periodo largo de tiempo a diferencia de otros procesos mas rdpidos. Esto implica el uso de
aditivos que estabilicen las gotas durante todo ese periodo y que a su vez también favorezcan el

proceso de polimerizacién.

En el transcurso de este proyecto se han explorado diferentes estabilizantes y emulsionantes y
combinaciones de estos como se mostrara mas adelante. El uso de unos u otros pueden afectar
diferentes aspectos de la encapsulacion como puede ser la estructuracion del polimero en la interfase,

la velocidad de polimerizacién o la morfologia final de las microcapsulas.

Los estabilizantes con mejores prestaciones para este tipo de procesos son:

e Dodecil sulfato de sodio (SDS).

e Dodecil bencensulfonato de sodio (SDBS).

e Derivados y copolimeros de polisulfonatos.

e Polimero de estireno-co-maleico anhidro (Poly-SMA).

e Goma arabica (GA).

La mayoria de los estabilizantes presentados contienen grupos cargados negativamente o son
precursores de moléculas que pueden generarlos. La presencia de estas cargas negativas es muy
importante ya que las especies metiloladas se encuentran levemente cargadas de manera positiva en
el proceso de microencapsulacion. Por lo tanto, un estabilizante con la carga opuesta tendera a atraer
y mantener el prepolimero en la interfase aceite-agua con mayor eficacia. En la Figura 3.7 se muestra
esquematicamente como un estabilizante negativo (SMA) se sitla en la interfase aceite/agua

atrayendo con sus cargas negativas al prepolimero localizado en la fase acuosa.
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Figura 3.7. Representacion grdfica del fendmeno de atraccion del prepolimero en la interfase favorecido por

la presencia de estabilizantes cargados negativamente [16].
3.1.5. Principales caracteristicas de las capsulas MF

Como se ha comentado antes, las cdpsulas de MF son del tipo mads utilizado para la
microencapsulacién de fragancias. Esto es debido principalmente a una serie de ventajas que tanto el

material como el proceso sintético ofrecen respecto a otros sistemas. Estas se definen a continuacion:

» Resistencia y impermeabilidad

Los polimeros que se obtienen en estos procesos son resinas resistentes a muchas condiciones
ambientales como puede ser la humedad, el calor o pH agresivos. En el caso de las resinas MF, las tres
direcciones de polimerizacion y la rigidez de los enlaces covalentes formados aportan una muy buena
impermeabilidad, propiedad util para retener liquidos (incluso volatiles) en su interior y la fragilidad

adecuada para permitir la ruptura mecdnica (propiedad deseable en suavizantes).

> Versatilidad de nucleos

La técnica de polimerizacidn in-situ es ideal para la encapsulacién de una gran variedad de compuestos
hidréfobos. A diferencia de otras técnicas, como polimerizacidn interfacial, la presencia de grupos
funcionales en el nucleo no afecta de manera tan critica a la polimerizacién ya que ésta se produce en
la fase acuosa y el polimero no interacciona con compuestos localizados en el ndcleo hidrofdbico. Esta
resina no sdélo se usa para la encapsulacion de fragancias, sino que también para aceites esenciales,

materiales de cambio de fase, etc. (ver apartado 1.5.3.2).

> Disponibilidad reactivos

Como se ha mencionado anteriormente, los reactivos de partida que generan la corteza tienen una
gran disponibilidad comercial y los precios se mantienen constantemente bajos. Desde el punto de
vista industrial éste es uno de los aspectos mds importantes ya que permite dar un valor afiadido a las

fragancias sin que el gasto en material sea excesivo.
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> Altacarga

Uno de los aspectos mds importantes a la hora de medir la calidad de las capsulas es la carga que
admite. En las cdpsulas de melamina-formaldehido la carga util o payload supera el 80% en la mayoria
de los casos. En el caso de fragancias es muy importante tener un valor alto de carga ya que implica

una mayor cantidad liberada tras la ruptura.

» Sintesis en medio acuoso

Otro beneficio desde el punto de vista industrial es el hecho de ser un proceso que ocurre en agua.
Hoy en dia cualquier proceso industrial de encapsulacion que implique el uso de disolventes organicos
con sus correspondientes separaciones o destilaciones no es deseado. Ademas, sabiendo que estos
productos tienen que acabar en contacto con la piel es necesario ser cuidadoso con los procesos de

sintesis.

» Desarrollo avanzado

Esta técnica de encapsulacién es de las mas usadas y de mayor antigliedad. Este hecho, unido al
creciente interés de la encapsulacion en los ultimos afios, ha hecho que sea una técnica muy

optimizada y mejorada para la encapsulacién de sustancias hidréfobas.

A pesar de todas estas ventajas presentadas, los procesos de encapsulacién con este tipo de
materiales también presentan inconvenientes importantes que se tienen que solucionar para poder

extender su aplicacién. Algunos de estos inconvenientes se mencionan a continuacion:

» Formaldehido

Se trata de un compuesto toxico y el proceso de sintesis requiere una serie de medidas de etapas para

reducir al maximo su presencia en el producto final.

> Proceso lento

A diferencia de otros procesos de encapsulacién, como la polimerizacién interfacial para obtener
capsulas de poliamida, éste necesita periodos de tiempo mas largos (hasta 6 horas) para generar la
corteza de las microcdpsulas y endurecerla. Ademas, en caso de preparar el prepolimero previamente

también supone un mayor tiempo de sintesis.

» Control de temperatura y pH

Los pardmetros a los cuales el sistema es mas sensible son la temperatura y el pH. Hay que tener en

cuenta que la reaccidon de polimerizacién se produce a pH acidos y la polimerizacién final viene
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favorecida por un incremento de temperatura. Los dos parametros deben ser muy bien ajustados ya
gue un pH demasiado acido o una temperatura demasiado alta pueden dar lugar a polimerizacion
descontrolada antes de que la resina se deposite sobre las gotas. En el caso contrario, pH altos y
temperaturas bajas, el proceso podria alargarse demasiado y la polimerizacién podria ser incompleta.
Una consecuencia de mala optimizacidon de estos factores puede ser la formacién de particulas de
polimero generadas antes de que se deposite en la interfase (Figura 3.8). Ademas, las altas
temperaturas aplicadas y los largos tiempos de reaccién favorecen la volatilizacién de fragancias, por
lo que el ajuste de estos parametros es fundamental para que el proceso de micorencapsulacién sea

Optimo y se encapsule la mayor cantidad de fragancia posible.

Figura 3.8. Imagen SEM donde se muestra la generacion de resina MF estructurada en particulas (1-3um)

en lugar de formar parte de las cdpsulas (marcadas con un circulo).

Ademas, las altas temperaturas y los largos tiempos de reaccion favorecen la volatilizacion de

fragancias, por lo que

» Poca variedad de mondmeros

La corteza consta generalmente de dos mondmeros: melamina y formaldehido. Las resinas se podrian
obtener a partir de otras alternativas como puede ser la urea, el resorcinol o mezclas, pero a diferencia
de otros procesos de encapsulacion, donde existe mas variedad y tipos de mondmeros, en éste

sistema la seleccidén es mas limitada

En resumen, este tipo de cdpsulas estdn muy bien aceptadas en el mercado por sus excelentes
prestaciones, bajo coste y por los avances de las compafiias en realizar suspensiones acuosas con bajo
contenido de formaldehido. De todas maneras, hay inconvenientes intrinsecos del proceso de sintesis
(condiciones experimentales y reactivos de partida) que promueven la busqueda y el desarrollo de

capsulas con otros materiales como los que se han investigado en el transcurso de este proyecto.
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Tras la seleccién de los mondmeros de partida para la encapsulacién por polimerizacién in-situ
(melamina y formaldehido), se iniciaron los experimentos para la encapsulacion de un aceite
monocomponente. Como bien se explicd en el apartado 1.6, el primer propdsito fue el de obtener de

manera satisfactoria cdpsulas MF con un nucleo hidrofédbico mas simple que la fragancia objetivo final.

3.2.1. Preparacion de prepolimero para la encapsulacion

En todos los experimentos realizados a escala laboratorio (encapsulacién de aceite monocomponente,
fragancia simple y fragancia compleja) se sintetizé el prepolimero in-situ antes de proceder con el
proceso de encapsulacion, tal y como se describe en el Protocolo MF.1 (ver Anexo ). En el caso de
que en el futuro se hicieran experimentos a escalas mayores la alternativa seria la de comprar
prepolimeros preparados comerciales ya que en el mercado se venden soluciones altamente
concentradas, estabilizadas y con cantidades minimas de formaldehido libre. La otra alternativa seria

sintetizarlos en grandes cantidades y estabilizarlos para su almacenamiento.

De manera esquematica el proceso de formacién de prepolimero se muestra en la Figura 3.9.

CH,OH

NH 2 Reflujo )\

N)‘\N (@] T:l-;’sz °c i )'\ )\
| + | pH8-9 F
M _C.

HsN N NH H H >
2 2 HO._~ ~_-OH CH20H CHOH
OH Solucién acuosa de prepolimero
Trietanolamina (TEA) (especies metiloladas)

Figura 3.9. Esquema de la reaccion de formacion del prepolimero MF.

La adicidn de la trietanolamina (TEA) tiene una funcién doble en este caso. La primera es la de
tamponar la solucion en un pH bdésico (8-9) para catalizar el proceso y la segunda es la de crear enlaces
de entrecruzamiento en las terminaciones de las especies metiloladas. La adicién de agua por su parte
es necesaria para poder disponer de una disolucién no demasiado viscosa y manipulable del

prepolimero. El aspecto obtenido de este proceso debe ser una solucién transparente.

3.2.2. Seleccidn de aceite, sintesis y optimizacion

El tipo de nucleo a encapsular en los primeros experimentos fue un aceite, que debido a su caracter

hidrofdbico, es un compuesto altamente compatible con la técnica de polimerizacion in-situ con MF
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como material encapsulante. Ademas, los aceites pueden ser usados como disolventes para la

encapsulacién fragancia, aumentando asi la retencién de éstas ultimas en la microcdpsulas.

El aceite seleccionado para este proyecto fue el Miglyol®812 (en adelante Miglyol), un triglicérido de
los acidos grasos caprico y caprilico, de baja toxicidad y usado ampliamente en la industria cosmética
(Figura 3.10). Ademas, el hecho de no poseer grupos funcionales reactivos permite su uso tanto en la
sintesis de cdpsulas por polimerizacién in-situ como en otros métodos de preparacion de capsulas que

involucran reacciones quimicas, como por ejemplo, la polimerizacidn interfacial.

Figura 3.10. Estructura quimica del Miglyol ®812 donde R’, R” y R’” son dcidos grasos saturados C8 y C10.

La encapsulacion del aceite no sdlo sirvié para familiarizarse con la técnica de sintesis y la optimizacion
de los pardmetros experimentales (concentracion, agitacidn, etc.) sino que ha permitido establecer
los procesos de limpieza y aislamiento de las microcapsulas tanto para la técnica de polimerizacién in-
situ como para el resto de técnicas expuestas en esta tesis. Para la caracterizacion cualitativa de las
primera sintesis, se realizaron primero analisis por microscopia dptica (OM) y posteriormente por
microscopia de barrido electrénico (scanning Electron microscopy o SEM). Mas detalles en los

Protocolos OM.1y SEM.1.

En las primeras pruebas con aceites se usaron las cantidades especificadas en la bibliografia [17]
siendo el PVA (alcohol polivinilico) y el SDBS los estabilizantes seleccionados por su efectividad

contrastada para una correcta deposicidn de la resina.

El desarrollo y optimizacidn del proceso de encapsulacién resulté presentar mas complicaciones de lo
esperado desde un principio. La sensibilidad a los cambios de temperatura o pH para la polimerizacidn
son algunas de las principales dificultades que se observaron. Algunos de estos problemas detectados
fueron por ejemplo una baja estabilizacién de la emulsiéon en el momento de la polimerizacién, o un
exceso de reactividad provocando polimerizaciones descontroladas. En la Figura 3.11 se muestra el

aspecto final de una sintesis donde la encapsulacién no fué efectiva, pudiéndose observar la presencia
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de aceite libre en un portamuestras de SEM junto con lo que parecen ser algunas capsulas esféricas

formadas.

Figura 3.11. Imagen SEM de una sintesis fallida de cdpsulas MF con Miglyol como ntcleo.

Tras los primeros resultados negativos, se realizd una bateria de experimentos donde se variaron

diferentes pardmetros de la reacciéon. En la Tabla 3.2 se muestran todos los factores modificados y los

rangos de valores que se usaron en los experimentos.

Condiciones

Rango de valores

Cantidad prepolimero

Cantidad de aceite a encapsular

Tipos de estabilizantes

Concentracidn total de estabilizante
Proporcidn (en peso) aceite:polimero
Proporcidn (en peso) aceite:fase acuosa
Velocidad de emulsificacién (Ultra-Turrax®)
Velocidad de agitacién (magnética)
Velocidad de acidificacion (Acético 10% p/p)
pH de polimerizacidn

Temperatura

24g-48¢g

15g-30¢g

SDBS, PVA, SDS, Tween®80
1%p/p

1:1-6:1

1:10-1:4

500 - 5000 rpm

300 - 900 rpm

1 mL/h -3 mL/h

57-4.0

Constante/Gradiente

Tabla 3.2. Lista de variables y rangos de valores usados para la optimizacion de la sintesis de cdpsulas MF con Miglyol.

Finalmente, tras realizar ajustes principalmente en la velocidad de acidificacion y la cantidad de

prepolimero, se consiguieron cdpsulas de Miglyol correctamente formadas, estables incluso tras el

secado y dentro del rango de tamafio deseado (<50 um) (Figura 3.12, Tabla 3.3).
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Condiciones

Valores

Cantidad prepolimero

4.8 g (20 g solucion 24%p/p de prepolimero)

Cantidad de aceite a encapsular 30g
Tipo de estabilizantes SDBS y PVA
Concentracion total de estabilizante 1% p/p (0.9%p/p SDBS + 0.1% p/p PVA)
Proporcidn (en peso) aceite:polimero 1:6.25
Proporcidn (en peso) aceite:fase acuosa 1:4
Velocidad de emulsion (Ultra-Turrax) 5000 rpm
Velocidad de agitacién (magnética) 900 rpm
Velocidad de acidificacion (Acético 10%) 1 mL/h
pH de polimerizacion 5.5

Temperatura

Gradiente de 30 a 60 °C

Tabla 3.3. Condiciones optimizadas para la encapsulacion de Miglyol.

Figura 3.12. a) Imagen SEM de cdpsulas MF de Miglyol; b) imagen SEM de las cdpsulas MF de Miglyol

donde se puede apreciar la corteza rugosa.

Como puede apreciarse en las imagenes de SEM, la corteza es algo rugosa pero no se observaron
grietas y a nivel macroscdpico la suspension aparecié bastante homogénea indicando una baja

agregacion entre las cdpsulas.

» Determinacién del contenido en aceite mediante *H-RMN

Tras confirmar la formacion de las microcdpsulas, se quiso determinar la cantidad de aceite
encapsulado. Para su determinacion fue necesario romper las capsulas y posteriormente extraer su

contenido.
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Para evitar la interferencia del agua en el analisis, ésta se elimind mediante la liofilizacion. Para ello,
se extrajo una muestra representativa de capsulas, se congelaron con nitrogeno liquido y se liofilizaron
durante un periodo de 48 h mediante el procedimiento descrito en el Protocolo LIOF.1. La liofilizacion
es un proceso de deshidratacidn que se usa principalmente en la industria de la alimentacién para
conservar alimentos durante largos periodos de tiempo. En este procedimiento el material se congela
y a continuacion se le aplica un proceso de sublimacidn del agua a muy bajas presiones (< 1 mBar).
Con esto se consigue eliminar practicamente la totalidad del agua preservando la estructuracién del
material. El resultado de la liofilizacion de las microcdpsulas fue la obtencién de un polvo muy fino y
altamente redispersable en agua. Para la caracterizacion del interior y la determinacion de la carga se
indujo la ruptura de las cdpsulas con disolvente y agitacién magnética. Los disolventes que mostraron

facilidad para la ruptura fueron principalmente acetona y cloroformo.

Para estas capsulas se usé la forma deuterada del cloroformo (por una mayor disponibilidad y un
precio mas bajo que la acetona deuterada) para asi poder analizar directamente el contenido por
resonancia magnética nuclear de protén (*H-RMN). El resultado de la ruptura con cloroformo por
agitacién fue el adecuado (se verificd por SEM, Figura 3.13), fragmentando todas las microcapsulas y

extrayendo el contenido. Este procedimiento se explica en detalle en el Protocolo RUPTRMN. 1.

Figura 3.13. Imagen SEM de cdpsulas rotas tras el tratamiento con cloroformo y agitacion magnética.

Para realizar una cuantificacion del Miglyol encapsulado se usé el método de patrén interno, método
que consiste en afiadir una cantidad conocida de un compuesto y relacionar sus correspondientes
sefiales de protones ya conocidas con las sefiales de la muestra a cuantificar. Como compuesto de
referencia se uso la dimetilformamida (DMF) al tratarse de un disolvente no volatil, miscible con el
cloroformo, y que ademads sus sefiales se encuentran en una regién donde no se solapan con los del
aceite (8.1, 3y 2.7 ppm). Como se puede apreciar en la comparativa de espectros (Figura 3.14), los

picos observados para las capsulas liofilizadas coinciden con los del Miglyol libre por lo que se pudo
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confirmar la presencia de éste en el nucleo. Para la obtencién de estos espectros se siguid las

condiciones especificadas en el Protocolo RMN.1.

Miglyol®812

Capsulas MF Miglyol ®812

Figura 3.14. Espectros 1H-RMN de las cdpsulas MF de Miglyol rotas en comparacion con el aceite libre. En verde se indican

las sefales correspondientes al aceite.

Mediante el uso de DMF como patrén interno y con el uso del Protocolo CALC.1 se determind una
carga util del 93% en peso. Esta cantidad de aceite encapsulado, sumado a las caracteristicas
observadas con microscopia (tamano, estabilidad y buena dispersién) se consideraron adecuadas para

poder proceder con la encapsulacién de una fragancia.

Este método de analisis fue usado para todos los estudios en que se encapsularon moléculas discretas
o un maximo de mezclas de dos componentes. Cuando se analiza una mezcla mas compleja, como es
el caso de la mayoria de fragancias, la técnica de *H-RMN no puede dar un valor tan preciso. En caso
de realizarse, pueden apreciarse cambios en la aparicion o desaparicion de picos, en cambios de
intensidad o superposiciones de varias sefiales que hace practicamente imposible cuantificar cada uno
de los componentes. Cdmo se mostrard mas adelante, la técnica mas adecuada para determinar los
componentes de mezclas de fragancia fue la cromatografia de gases en combinacién con un

espectrofotometro de masas (GC-MS).
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3.3.1. Sintesis iniciales

Tras obtener satisfactoriamente cdpsulas de aceite se comenzaron a encapsular fragancias simples (4-
20 componentes) utilizando las condiciones optimizadas para Miglyol (Tabla 3.3). La fragancia
seleccionada para este caso concreto fue Apple Top FCAPP952505 (denominada APPLE durante el
proyecto). La seleccion de esta fragancia fue por los buenos resultados obtenidos con la técnica de

polimerizacidn interfacial durante el proyecto MICROFRAG (mds detalles en el Capitulo 4).

La fragancia APPLE estd compuesta solamente de cuatro componentes (mas detalles en Anexo Il), los
cuales tienen una volatilidad muy alta y, por lo tanto, la correcta encapsulacion de estos compuestos

validaria la gran capacidad de retencion de las capsulas de MF.

Pese a usar las mismas condiciones optimizadas para la encapsulacién de aceites (Tabla 3.3), no fue
posible la correcta encapsulacién de este nuevo nucleo. En la mayoria de los intentos realizados se
observaron fendmenos de agregacion de las capsulas en la parte final del proceso y en algunos casos

la incompleta formacidn de las cdpsulas (Figura 3.15).

Figura 3.15. Imagen SEM de: a) Una sintesis donde se observan cdpsulas MF de APPLE incompletas; b) Una sintesis de

cdpsulas MF de APPLE donde se formaron agregados.

En la Figura 3.15.a. se puede observar claramente como el polimero no llegé a sellar completamente
las gotas de fragancia. Este efecto sélo se pudo observar tras el secado ya que en suspensién
mantenian la morfologia esférica. La hipdtesis mas probable fue que al estar trabajando con una
mezcla excesivamente volatil, ésta tiende a evaporarse y escaparse si las capsulas no se encuentran
totalmente selladas. Este hecho demostré que la encapsulacién de compuestos volatiles como son las
fragancias, incluso con este tipo de materiales de corteza, necesita de modificaciones y mejoras para

lograr una buena estanqueidad.
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3.3.2. Optimizacién de parametros para la encapsulacion de la fragancia APPLE

De igual manera que en la encapsulacion del Miglyol, se iniciaron una serie de modificaciones en los
pardmetros para superar los inconvenientes de la agregacién y falta de estanqueidad. Los cambios

principales se enfocaron en los siguientes puntos (Tabla 3.4).

Condiciones Rangos de valores
Velocidad de agitacion 450-1200 rpm
Tipos de estabilizantes SDBS, PVA, SDS
Concentracion total de estabilizante 1-3%p/p en fase acuosa
Aceite mezclado con la fragancia 5-25% respecto al total de la mezcla
Velocidad de emulsion (Ultra-Turrax) 500 - 5000 rpm
Velocidad de agitacién (magnética) 300-900 rpm
Velocidad de acidificacion (Acético 10%) 1 mL/h -3 mL/h
pH de polimerizacion 4.0-5.5

Tabla 3.4. Lista de variables y rangos de valores usados para la optimizacion de la sintesis de cdpsulas MF

con APPLE.

Tras la realizacidn de varios experimentos sin éxito donde se modificaron los pardmetros descritos, se
encontrd una solucidn, tras revisar la bibliografia, que consistié en modificar el pardmetro de la
temperatura [18]. En este articulo, inicialmente la mezcla de reaccidn se calienta a 45 °Cy transcurrida
1 h se aumenta hasta 85 °C acelerando asi la formacion de puentes metilénicos que dan una mayor
rigidez y estanqueidad a la resina y en consecuencia, a la corteza de la microcapsula. Estas
temperaturas podrian considerarse excesivas teniendo en cuenta que el nicleo presenta alta
volatilidad. No obstante, el grado de dureza, rigidez y estanqueidad que adquieren finalmente las
capsulas a esta temperatura deberia evitar el escape del contenido. Ademas, la temperatura
mantenida durante la primera hora a 45 °C favorece la formacién de una primera capa polimérica que

disminuye la volatilizacion de la fragancias.

Teniendo en cuenta esto, se aplicaron estas condiciones especificas para el proceso de encapsulacion
de la fragancia APPLE. El resultado final fue la formaciéon de microcapsulas con una corteza lisa y

estable tras el secado (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Imagen SEM de: a) cdpsulas MF con la fragancia APPLE tras la variacion de la temperatura; b) corteza lisa de

las cdpsulas obtenidas.

Las condiciones optimizadas para la encapsulacién de esta fragancia se resumen en la Tabla 3.5.

Condiciones

Valores

Cantidad prepolimero

Cantidad de fragancia APPLE

Estabilizantes

Concentracidn total de estabilizante
Proporcion (en peso) fragancia:polimero
Proporcidn (en peso) fragancia:fase acuosa
Velocidad de emulsion (Ultra-Turrax)
Velocidad de agitacién (magnética)
Velocidad de acidificacion (Acético 10%)
pH de polimerizacion

Temperatura

4.8 g (20 g solucion 24%p/p de prepolimero)
30¢g

SDBS y PVA

1%p/p (0.9% p/pSDBS + 0.1% p/p PVA)
1:6.25

1:3

5000 rpm

750 rpm

1 mL/h

5.5

Gradiente de 30 hasta 85 °C

Tabla 3.5. Condiciones optimizadas para la encapsulacion de APPLE.

En este caso especifico, la carga util no se determind, por la complejidad del nicleo y debido a que el

objetivo inmediato era la encapsulacion de la fragancia TROPICAL, que se muestra a continuacion.
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Tras lograr con éxito la encapsulacion de una fragancia simple, el siguiente paso consistid en
encapsular la fragancia compleja Tropical Fruit P780765 (de ahora en adelante TROPICAL) con las

condiciones optimizadas para la fragancia APPLE (Tabla 3.5).

Desafortunadamente, la encapsulacién con estas condiciones no resultd ser efectiva para esta
fragancia de mayor complejidad. Tras realizar algunos replicados se corroboré que las condiciones
establecidas anteriormente no eran aplicables a este tipo de formulaciéon. En este caso el
recubrimiento de las gotas no se realizaba completamente, dando lugar a cdpsulas rigidas pero

incompletas y por lo tanto, no cumpliendo las caracteristicas esperadas (Figura 3.17).

Figura 3.17. Imdgenes SEM que muestran cdpsulas incompletas de TROPICAL; a) Imagen de la generacion de particulas de

resina MF; b) fragmentos de cdpsulas incompletas.

La formulacién de fragancia se revisd para descartar que ningun componente hubiera afectado a la
estabilidad de la emulsidn por posibles procesos de difusion pero no se encontraron compuestos que
afectaran negativamente. Esto suponia realizar una nueva optimizacion del proceso para consguir la

encapsulacién de fragancias mds complejas.

3.4.1. Optimizacion de sintesis con fragancias complejas mediante mezcla con aceites

Uno de los cambios efectuados fue afiadir Miglyol a la mezcla de la fragancia. El aceite, ademas de ser
perfectamente miscible con la mezcla, retiene los componentes de la fragancia durante la
emulsificacidon, mejorando la estabilidad de la emulsién O/W. Esta modificacion ya se habia efectuado
con éxito en la encapsulacion de fragancias complejas con poliamida en MICROFRAG® y por ello se
crey6 oportuno adaptarla a esta metodologia. La proporcidon usada de aceite para este caso fue del

50% en peso y el resultado fue la correcta formacion de las capsulas (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Imagen SEM de cdpsulas MF con un ndcleo 50%p/p TROPICAL y 50%p/p de Miglyol.

La alternativa de usar aceite en la formulacion se barajé como una solucidn ante la posibilidad de no
encontrar un resultado mejor a corto-medio plazo para la encapsulacidon de un nucleo formado
completamente por fragancia. No obstante, la investigacién no barajaba quedarse estancado en este

producto y se buscaron otras alternativas.

3.4.2. Optimizacion de sintesis con fragancias complejas mediante el uso de

polielectrolitos y/o estabilizantes

Para lograr el objetivo de sintetizar cdpsulas con un nucleo constituido completamente por la
fragancia TROPICAL, se usaron de una serie de estabilizantes candidatos para favorecer Ia
encapsulacién. Los seleccionados para este propdsito se muestran en la Tabla 3.6. Como se explicd
anteriormente, la funcidon de estos polieléctrolitos es estabilizar la emulsién y la vez atraer el
prepolimero hacia la interfase para contribuir a la polimerizacion alrededor de las gotas. Como se
puede comprobar, algunos de estos compuestos tienen grupos funcionales que pueden aportar cargas
negativas como son los grupos sulfonatos o carboxilatos. En el caso concreto del poly-SMA, tiene un

anillo anhidro que puede ser hidrolizado para dar lugar a carboxilatos.
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Polielectrolito Féormula

Poly(4-styrene sulfonic acid)

(PolySSA)

Poly (acrylamide-co-acrylic acid) partial sodium salt

(Poly-AcAcNa) m "
R=HorNa
Poly(4-styrenesulfonate) partial sodium salt ’l}ﬂt
(Poly-SSAcNa) ol

0=5=0
ONa

O._OR
Poly (4-styrenesulfonic acid-co-maleic acid) sodium salt T Y
0~ "OR
(Poly-SSAcMACcNa) !

0=5=0 R=HorNa
OR

Polyvinyl alcohol 20-98
(PVA)

M
n
Poly (styrene-co-maleic anhydride)
(poly-SMA) oL oo

Tabla 3.6. Lista de polielectrolitos y estabilizantes usados para la encapsulacion de la fragancia TROPICAL.

Hasta este momento se habia hecho uso de tensioactivos de caracter anidnico (SDBS o SDS) que tienen
la capacidad para atraer el prepolimero, pero tal vez por la complejidad del nucleo a encapsular, no
fueron capaces de estabilizar completamente las gotas durante todo el proceso de polimerizacién. El
resultado de esto explicaria la formacion de las capsulas incompletas o de material estructurado en

forma de particulas y no de capsulas.

Con el uso de polielectrolitos, al tener pesos moleculares mas altos y al estar en su conjunto en la fase
acuosa, se busca una mejor estabilizacion mediante una conformacién distinta a la que ofrece un
tensioactivo (Figura 3.19). Estos estabilizantes, ademas, pueden proporcionar un incremento en la

viscosidad a las suspensiones para impedir su posible agregacidn durante la fase de polimerizacién.
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Figura 3.19. a) Representacion grdfica de una emulsion o/w estabilizada con un tensioactivo anidnico; b) emulsién o/w

estabilizada con un polielectrolito anidnico.

A excepcidn del PVA, dotado de grupos hidroxilo, el resto de estabilizantes proporcionan cargas
negativas orientadas hacia la fase acuosa. Estas cargas negativas provocan la atraccién de las especies
oligoméricas de MF de carga positiva que acaban polimerizando lentamente en la interfase dando

lugar a la formacién de la corteza (Figura 3.20).

Figura 3.20. Representacion grdfica de la formacion de la corteza en el sistema de estabilizacion con polianiones.

Tras varios experimentos realizados usando este tipo de compuestos, Unicamente se consiguieron
capsulas bien estructuradas con PVA y con poly-SMA. Algunos de los polielectrolitos generaron una
viscosidad excesiva en el sistema incluso trabajando a concentraciones bajas, por lo que fueron

descartados.

Las sintesis de cdpsulas llevadas a cabo con PVA como estabilizante, reveld que la agitacién fue el
parametro clave para un buen resultado. Con el PVA, la emulsién no es demasiado estable y menos
cuando el prepolimero empieza a polimerizar en la interfase o/w. Para contrarrestar esto, es necesario
durante todo el proceso aplicar una fuerte agitacién mecdnica para mantener la emulsién hasta la
estabilizacidn de las cdpsulas por la formacidn de la primera capa de polimero. El proceso por lo tanto
viene condicionado por las revoluciones (rpm) alcanzadas y por el tipo de mecanismo de agitacién. En
el mejor de los casos se obtuvieron cdpsulas con una corteza rugosa bien formada pero con alta

polidispersion de tamafos (Figura 3.21). Lamentablemente este procedimiento presenta poca
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reproducibilidad que se acentta cuando se producen cambios de escala o cambios en la agitacion. Las

capsulas acaban variando en el tamafio, en el grado de agregacién y en la morfologia en algunos casos.

Figura 3.21. Imagen de SEM de: a) Cdpsulas de fragancia TROPICAL 100% usando PVA como estabilizante;

b) superficie rugosa de las cortezas las microcdpsulas.

El ultimo polielectrolito adquirido para la encapsulacién fue el copolimero de estireno y acido maleico
anhidro (poly-SMA). Este copolimero se presenta como un sélido amarillento al que se le debe aplicar
previamente un proceso de hidrdlisis para asi abrir el anillo de anhidro maleico y generar las cargas
negativas como se ha explicado anteriormente. La estructura molecular del poly-SMA permite una
buena estabilizacién de las emulsiones por la orientacién de los anillos aromaticos hacia la fase

orgdnica y los grupos carboxilato hacia la fase acuosa (Figura 3.22).

Gota estabilizada
con poly-SMA

Corteza MF

Figura 3.22. Representacion grdfica de estabilizacion de las gotas con poly-SMA hidrolizado en la formacion

de la microcdpsulas MF [19].

En un reactor encamisado dotado de sistema de calentamiento y de agitacion se prepararon
disoluciones stock de poly-SMA con la adiciéon de NaOH como base y la aplicacion de altas

temperaturas durante varias horas (ver Protocolo MF.2).

La primera sintesis realizada con este polielectrolito reveld su alta reactividad con el prepolimero en

comparacién con otros polielectrolitos, generandose rapidamente precipitados del polimero MF en
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los primeros compases de la reaccion. Ademas, éste presentd buenas propiedades emulsionantes y
estabilizantes, lograndose tamafios de gota reducidos (=20 um) y estables aplicando poca energia

(5.000 rpm con Ultra-Turrax®T25) en periodos cortos de tiempo.

Debido a esta alta reactividad los primeros experimentos dieron lugar a cdpsulas agregadas a pesar
de que el recubrimiento de las gotas fuera completo (Figura 3.23.a). Mediante la ruptura mecanica de
estos agregados se percibieron las notas representativas de la fragancia con una intensidad alta lo que
hizo indicar que la fragancia se encontraba aparentemente bien recubierta. No obstante, como se

definid en los requisitos, se buscaba obtener capsulas desagregadas y con baja polidispersién

Figura 3.23. a) Imagen SEM mostrando agregacién de cdpsulas TROPICAL 100% producidas con SMA sin optimizar; b)
imagen SEM de cdpsulas TROPICAL 100% con SMA tras la optimizacion.

Debido a esta alta reactividad se tuvieron que reajustar algunos parametros como la temperatura
inicial, el pH y la velocidad de adicidn del prepolimero y acido. El resultado de esta optimizacion fue la
obtencién de cépsulas con baja polidispersién, esféricas y desagregadas (Figura 3.23.b). Las
condiciones 6ptimas establecidas para la sintesis de capsulas de TROPICAL con la resina MF se
muestran en la Tabla 3.7 y la descripcion del proceso en el Protocolo MF.4. El factor limitante en este
caso fue la velocidad de acidificacién del medio. Trabajando a una temperatura baja, el poly-SMA con
el prepolimero no reacciona tan rapido, pero si el pH desciende demasiado deprisa la polimerizacidn
procede muy rapidamente y se generan agregados de manera irreversible. Esta sintesis también se

validé para la encapsulacién de Miglyol, cuyo procedimiento se describe en el Protocolo MF.3.
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Condiciones Valor
Cantidad de prepolimero 4.8 g (20 g solucion 24%p/p de prepolimero)
Cantidad de fragancia TROPICAL 30g
Cantidad fase acuosa 70g
Cantidad de poly-SMA 2.1g(3% p/p en fase acuosa )
pH de polimerizacidon 5.5
Temperatura 30°C hasta 85°C (20 °C/h)
Velocidad acidificacién (Acético 10%) 2 mL/10 min
Emulsidn (Ultra-Turrax®T25) 5.000 rpm
Agitacion (magnética) 750 rpm

Tabla 3.7. Condiciones optimas establecidas para la encapsulacion de fragancia TROPICAL con resina MFy

poly-SMA como estabilizante.

Tras la obtencidn satisfactoria de las cdpsulas de fragancia se llevd a cabo las correspondientes

caracterizaciones.

» Determinacion de la distribucion de tamafio por difraccion laser

La distribucién de tamanos de las particulas sintetizadas se determind para el crudo de reaccion
mediante la técnica de difraccién por laser con Mastersizer®2000 (MZ). Este equipo permite la
medicién de suspensiones de particulas entre 100 nanometros y varios milimetros por lo que se
considerd el mas adecuado para la medida de este tamafio de particulas. Una cantidad determinada
de suspension del crudo se analizo siguiendo el Protocolo MZ.1 y el resultado fue la distribucién de

tamafio que se muestra en la Figura 3.24.
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Figura 3.24. Grdfico mostrando la distribucion de tamafio de las cdpsulas con 100% nticleo de fragancia TROPICAL.

Como se puede apreciar en el grafico resultante, las capsulas presentaron dos grupos de tamafios
diferenciados. El grupo de mayor tamafio, en el rango de 10-20 um, corresponde a las cdpsulas con

estructura nucleo/corteza bien definidas. Por otro lado, la poblaciéon del rango 1-3 um corresponde a
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microparticulas de resina MF que no forman parte de la corteza y son fruto de la polimerizacion en la

fase acuosa y no en la interfase.

» Cuantificacion del niucleo mediante *H-RMN

Siguiendo el procedimiento utilizado para las capsulas con aceite, se liofilizdé una fraccién de la muestra
para su analisis mediante la técnica de 'H-RMN y se comparé con la fragancia original usando DMF
como patron interno. Mediante la comparacion de los espectros de las cdpsulas rotas y de la
formulacién inicial de fragancia, se pudo apreciar un alto grado de similitud entre ambos. Este
resultado fue indicacién que la mayoria de los compuestos fueron encapsulados y retenidos con éxito

(Figura 3.25)

Tropical libre

A .NL o, A LAAH L ‘.» i ¢ ‘IL

Capsulas MF Tropical

Figura 3.25. Espectro 'H-RMN de cdpsulas MF de la fragancia TROPICAL vs la fragancia TROPICAL sin encapsular. En verde

se muestran las sefiales de la fragancia a comparar.

Por otro lado, a través del uso de la técnica de *H-RMN sdlo se pudo realizar una estimacién global de
la carga y bastante semicuantitaviva ya que el solapamiento de las sefiales de los multiples
componentes no permite determinar la carga para cada componente. Por ese motivo, se integraron
algunas regiones completas del espectro y los valores se compararon con las integrales del espectro

de fragancia libre (de cantidad fija) teniendo como referencia el patrén interno (Tabla 3.8).
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Cantidad de muestra  Rango de integrales

Muestra Patrén afadido
analizada de fragancia
Fragancia libre TROPICAL 15 pl DMF 30 pl fragancia A=3.14 / B=14.77
Capsulas TROPICAL 15 pl DMF 30 mg cdpsulas secas A=2.61/B=10.03

Tabla 3.8. Resultados de los valores extraidos de los espectro de RMN.

La relacion de las integrales situd la carga util en un valor alrededor de 70-80%, muy al limite del
resultado deseado. Este valor fue algo menor que el obtenido con cédpsulas de aceite, cercano al 93%,
aunque hubo una explicacién en la disminucidn de este valor. La suspension de capsulas obtenidas
por la via de poly-SMA, a pesar de haber sido optimizadas, presentaban una proporcién importante
de particulas de resina MF. Cuando se dejo reposar el crudo, la presencia de estas particulas se podia

apreciar a simple vista en el fondo del crudo de reaccidn (Figura 3.26).

Figura 3.26. Fotografia mostrando las dos fases presentes en las suspensiones de cdpsulas MF de TROPICAL. La superior

corresponde a las cdpsulas y la inferior a particulas sélidas de menor tamafio pero mayor densidad.

La muestra liofilizada utilizada para la determinacién del contenido por *H-RMN fue representativa de
todo el crudo por lo que en el polvo habia presencia también de estas particulas cuyo contenido en
fragancia es muy bajo o nulo. La presencia de estas particulas sin fragancia provocé una disminucién

de la carga util global.
» Determinacion del contenido mediante cromatografia de gases (GC-MS)

Para comprobar y cuantificar cada compuesto especifico en el interior de las capsulas, fue necesario

el uso de la técnica de cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas (GC-MS).

CARINSA posee experiencia en el uso de GC-MS y dispone de una amplia lista de compuestos ya
descritos y almacenados en una biblioteca propia mediante la cual se puede asignar de manera muy

precisa las sefiales obtenidas de muestras complejas. Para el andlisis mediante esta técnica se usaron
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tanto capsulas liofilizadas como suspensiones de las mismas. Para ambos casos se usé acetona en vez
de cloroformo para la ruptura de las capsulas y la extraccidn de la fragancia. La capacidad de extraccion
de la acetona era muy similar a la del cloroformo y ademds era mas apto para la inyeccién en la

columna de GC-MS. Los detalles de |la caracterizacion con esta técnica se detallan en el Protocolo GC.1.

En la Figura 3.27 se recoge en forma de grafica la proporcién de los compuestos en ambas muestras
(liofilizado y suspension) y de la fragancia sin encapsular. Es importante recalcar que los resultados
estdn basados en la proporcidn y no en valores absolutos de cada compuesto. Los compuestos se
encuentran ordendos segln su tiempo de rentencidén, siendo el acetato de etilo el mas volatil y el que

tiene el tiempo de rentenciéon menor.
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Figura 3.27. Resultados GC-MS de las capsulas MF de fragancia TROPICAL (suspension y liofilizado) en

Acetato geranilo s

comparacion con la formulacion de la fragancia libre. Los compuestos se ordenan por tiempo de retencion

siendo el mas corto el del acetato de etilo.
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En lineas generales se evidencia la presencia de la mayoria de los compuestos esperados de la

fragancia TROPICAL en las microcapsulas. Los compuestos mas volatiles (tiempos de retencion

menores) aparecen en ambos tipos de microencapsulados, y en algunos casos la sefial obtenida en las

capsulas es mayor que en la fragancia pura, lo que nos informa de que las capsulas parecen ser lo

suficientemente estancas como para retenerlos incluso tras la aplicacién de temperatura en el proceso

de sintesis y tras procesos como la liofilizacién.

Tras los resultados obtenidos en la encapsulacidn de fragancias por polimerizacién in-situ se pueden

extraer una serie de conclusiones que se describen a continuacidn:

Se han desarrollado cdpsulas poliméricas de melamina formaldehido (MF) mediante la técnica
de polimerizacién in-situ, partiendo de la sintesis previa del prepolimero.

Los nucleos encapsulados de manera satisfactoria han sido el Miglyol®812, la fragancia Apple
Top FCAPP952505 y la fragancia objetivo Tropical Fruit P780765. También se han realizado en
el transcurso de la investigacion capsulas con nucleos 50% en peso de Miglyol y fragancia.

Se han realizado continuamente optimizaciones en los pardmetros de reaccion, siendo la
temperatura, la agitacion, los estabilizantes y la velocidad de acidificacion los mas relevantes
para el éxito de la sintesis.

El estabilizante que finalmente ofrecid mejores resultados y fiabilidad fue el polielectrolito
Poly-SMA, el cual fue hidrolizado previamente para la generacidn de grupos carboxilatos y asi
favorecer la deposicién del prepolimero MF.

El maximo valor de carga util de fragancia TROPICAL obtenido se situd en el rango 70-80% en
peso del total de la cdpsula (para el Miglyol se alcanzé el 93%), lograndose asi las
caracteristicas deseadas. El tamafo medio de las capsulas obtenidas se situd en el rango 10-
20 pm.

Se han realizado las correspondientes caracterizaciones de las microcdpsulas con técnicas de
microscopia (SEMy OM) y técnicas analiticas (*H-RMN, GC-MS y MZ), créandose de esta forma

protocolos de trabajo para los productos obtenidos por las otras técnicas de encapsulacion.

Para el futuro se buscara trabajar en los siguientes puntos:
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Obtencion de capsulas de menor tamario (<10 pum).
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Encapsulacion por Polimerizacion Interfacial

Este capitulo esta dedicado a la optimizacion y caracterizacién de cdpsulas de poliamida obtenidas
mediante la técnica polimerizacidn interfacial. En esta primera parte se presentan los antecedentes,
las reacciones implicadas en la generacidn del polimero y su adaptacién a un proceso de encapsulacion

y los objetivos especificos a conseguir.
4.1.1. Estado del arte

Los experimentos mostrados en este capitulo y muchas de las modificaciones realizadas en la sintesis
de cdpsulas de poliamida con fragancias son la continuacién del trabajo desarrollado durante el
proyecto MICROFRAG: “Microencapsulacion Funcionalizada de Fragancias para Formulacion de
Suavizantes” (Retos Colaboracién 2012-2014) realizado entre CARINSA y NANOSFUN. Los objetivos

especificos de ese proyecto fueron:

> Sintesis de microcapsulas poliméricas de fragancias libres de formaldehido
» Funcionalizacidn de la corteza de las microcapsulas mediante polielectrolitos o polimeros para

mejorar su adhesion sobre tejido
Ademas, se propusieron una serie de requisitos a cumplir en las sintesis desarrolladas:

Microcapsulas estables tras la sintesis y tras su introduccion en suavizantes
Recubrimiento que no comprometiera la estabilidad de las capsulas
Buena dispersabilidad/ homogeneidad de tamafios

Liberacion de la fragancia encapsulada mediante el roce

YV V V VY V

Escalabilidad del proceso de sintesis

La investigacion consistié en la adaptacion y optimizacidon del proceso de sintesis de capsulas de
poliamida, ya desarrolladas inicialmente para la encapsulacién de nucleos hidrofébicos como tolueno
o hexano, para adaptarlo a la encapsulacién de fragancias de CARINSA de diferente complejidad. El
trabajo realizado por el Dr. Claudio Roscini y la técnica de 1+D Beatriz Garcia, finalizd con el desarrollo

de un proceso de encapsulacién con alta reproducibilidad y alta eficiencia de encapsulacion.

Posteriormente estas cdpsulas se lograron recubrir con grupos funcionales para mejorar la fijacién en
tejidos y su dispersabilidad en medios acuosos. Por ultimo se establecieron las primeras condiciones
para realizar procesos de escalado (hasta 5L). El resultado de esta investigacion supuso la obtencién
de un sistema de encapsulacion de fragancias libre de compuestos nocivos como el formaldehido, de

alta eficiencia energética (tiempos de reaccion cortos y sintesis a temperatura ambiente) y alta carga
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util de fragancia (80-90%). Estas caracteristicas hicieron de estas cdpsulas una alternativa muy

atractiva ante los estandares del mercado.

No obstante, las deficiencias observadas en este tipo de capsulas, las cuales se buscaron solucionar
en el actual proyecto, son una insuficiente impermeabilidad y la dificultad para reducir el tamafio. Esto

se explica en mas detalle en el Apartado 4.1.4.
4.1.2. Reaccion de policondensacion

Desde el punto de vista quimico, las capsulas de poliamida se sintetizan a partir de una reaccién de
policondensacién entre un policloruro de acido y una poliamina. Este tipo de reaccidn presenta una
ventaja respecto a otras reacciones de policondensacién dado que gracias la elevada reactividad de
sus mondémeros de partida, la polimerizacidén se puede realizar a temperatura ambiente. En la Tabla
4.1 se puede apreciar como la reaccién de formacién de poliamida es la que presenta las mayores
velocidades de reaccidén a temperatura ambiente frente a las reacciones de condensacidn para la

obtencidn de poliureas, poliuretanos o poliésteres.

Constante cinética de reaccion a Temperatura
Reaccidn Tipo de polimero
temperatura ambiente (I-molis?) usual de reaccion
Diamina + cloruro
Poliamida 10%-10° 20-25°C
de diacido
Diol + diisocianato Poliuretano 103-10* 25°C-150°C
Diamina +
Poliurea 10%-10* 10°C-150°C
diisocianato
Diol + cloruro de
Poliéster 102 20-25°C

diacido

Tabla 4.1. Tabla de constantes cinéticas de las diferentes reacciones de policondensacion y temperaturas a

las que se llevan a cabo [1].

La investigacion alrededor del uso de la poliamida para la microencapsulacién empezé en la década
de los 60y 70, cuando aparecen las primeras publicaciones y patentes [2-4]. Esta informacion deja de
manifiesto que el uso de este material en polimerizacidn interfacial es conocido desde hace afios,

aunque no ha tenido el impulso ni la repercusién como otros materiales y técnicas.

Las técnica de polimerizacidn interfacial permite la encapsulacidon de nucleos liquidos hidrofébicos
(aceites, fragancias, etc.) y para ello existen varios tipos de mondmeros utilizados como pueden ser el

cloruro de trimesoilo (TM) [5], cloruro de sebacoilo (SC) etilendiamina (EDA), hexametilendiamina
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(HMDA) u otras aminas ramificadas. En el caso del presente estudio, los monémeros usados para la

mayoria de reacciones fueron la dietilentriamina (DETA) y cloruro de tereftaloilo (TR).

La DETA posee dos aminas primarias en los extremos y una amina secundaria situada en el centro de
la molécula. Ambas aminas terminales son altamente reactivas y reaccionan con facilidad con grupos
electroéfilos. La amina central también es nucledfila aunque su reactividad es inferior a la de las aminas
terminales por su impedimento estérico. El cloruro de tereftaloilo (TR) es el dicloruro del acido
tereftdlico, el cual es usado masivamente en la produccidn del plastico polietilentereftalato (PET). Los
grupos cloruros de acido, de gran cardcter electréfilo, se sitian en una posicidon para en el anillo
aromatico, haciéndolos altamente reactivos. Ademas esta posicidn evita impedimento estérico en el

caso de un posible ataque de un nucledfilo de gran volumen.

El hecho de que estos mondmeros contengan dos o mas grupos reactivos en sus terminaciones les
permite formar cadenas poliméricas de tipo poliamida como se muestra en la Figura 4.1. El producto
de esta reaccién es una poliamida direccionada en 2 dimensiones por la capacidad de ramificacion

gracias a la amina secundaria de la DETA.

0
H H
o N\/\N/\/N
n
(o] . n (o)
cl NH;” N ~N""NH, » o 0
O org. - AN
TR ’ DETA N N
O n

Figura 4.1. Esquema de la reaccion de policondensacion entre cloruro de tereftaloilo (TR) y la dietilentriamina (DETA)

dando como producto un polimero de tipo poliamida, en concreto poli (dietilentriamina tereftalimida).
4.1.3. Encapsulacion mediante la polimerizacion interfacial

En la encapsulacidn de sustancias hidréfobas, las reacciones de policondensacién son de las mas

utilizadas por los siguientes motivos:
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e la reaccidn genera polimeros altamente entrecruzados que pueden garantizar cortezas
estancas y con una buena resistencia mecdnica

e Se obtiene a partir de mondmeros de alta disponibilidad comercial a precios relativamente
bajos

e La alta variedad de mondmeros permite modificar/optimizar las propiedades fisico-quimicas
de las cortezas

e Son procesos facilmente escalables

Para la encapsulacién de sustancias hidréfobas se requiere que inicalmente se disuelva un monémero
en la fase hidréfoba (fase dispersa) mientras que el otro mondmero reactivo se disuelva en la fase
acuosa (fase discontinua). Por ejemplo, los mondmeros hidrofdbicos de tipo cloruro o isocianato se

disuelven en la fase hidréfoba mientras que las aminas y los alcoholes en la fase acuosa.

Para la generacion de capsulas de poliamida, se preparan las correspondientes soluciones de
monomeros por separado y posteriormente se genera una emulsidn aceite en agua (O/W) en ausencia
de la amina. Cuando la emulsidn es estable se afiade la solucién del mondmero hidréfilo, en este caso
la amina, y enseguida se forma una capa polimérica de poliamida en la interfase. Las moléculas de
amina siguen difundiendo a través de la capa reaccionando con el cloruro hasta que este ultimo se

agote o la corteza se vuelva tan gruesa que no permita mas difusion [6].

En la Figura 4.2 se muestra un esquema resumiendo las principales etapas para la encapsulacion de

nucleos hidréfobos mediante polimerizacidn interfacial con poliaminas y policloruros.

Fase acuosal Fase aceite
*+ Agua * Nucleo hidrofobo

* Tensioactivos * Cloruro de acido

Emulsificacian

“Emulsion o/W

Fase acuosall
* Agua
*+ Amina

Suspensién de microcapsulas de
poliamida

Figura 4.2. Esquema general del procedimiento de encapsulacion con poliamida.
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Trabajar a bajas temperaturas permite disminuir costes energéticos y permite encapsular compuestos
volatiles disminuyendo pérdidas por evaporacion. No obstante, este tipo de procedimiento presenta
algunos inconvenientes a tener en cuenta. La alta reactividad del cloruro implica posibles reacciones
con otro tipo de nucledfilos reduciendo la cantidad de mondmero disponible para la polimerizacién y
aumentando el riesgo de degradacién del material activo. En |la Figura 4.3 se muestran los grupos con
los que el cloruro de acido podria reaccionar, dando lugar a otros compuestos con funcionalidades

distintas a la amida.

(0]

ke

R OH

Acido carboxilico

(@] o]

/U\ HO )‘I\
R” NH, R

Ester
w, o Ry

OR'

O / Cloruro icido (o] (0]
RJLR' llH ] R)LOJ-kR'
Cetona Anhidro de acido
R” OH

Alcohol

Figura 4. 3. Ejemplos de reacciones del cloruro de dcido y los productos que obtenidos [7].

Las fragancias son formulaciones complejas de numerosos compuestos los cuales pueden poseer
grupos nucledfilos en sus correspondientes moléculas. Los grupos mas comunes son aminas, alcoholes
o tioles. Todos estos componentes se encontraran en el nidcleo hidrofébico junto con el dicloruro por
lo que existe una alta probabilidad de reaccidon. Ademas, la reaccion de un compuesto de la
formulacién con el cloruro puede dar lugar a varios productos que pueden alterar el olor, el color, o
las propiedades fisico-quimicas de las fragancias. En la Figura 4.4 se muestran algunos compuestos

usados en fragancias con grupos nucledfilos susceptibles de reaccionar con el cloruro.

Menthol Eugenol sa Thioterpineol

SH

Figura 4.4. Ejemplos de componentes de las fragancias con grupos nucledfilos que pueden reaccionar con el

cloruro de tereftatoilo.
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Por este motivo es recomendable el desarrollo de formulaciones de fragancias con ausencia o con la
minima proporcion de productos susceptibles de interferir en la reaccién [8]. Esto también incluye
algunos disolventes usados en formulaciones como puede ser propilenglicol, que ademas de

reaccionar con el cloruro, puede afectar a la correcta emulsién de la fragancia por su alta hidrofilicidad.

Durante la sustitucion nucledfila entre el cloruro y la amina se genera acido clorhidrico (HCl) y debido
a la presencia de agua en la mezcla de reaccién, se genera también acido tereftdlico por el proceso de
hidrdlisis del TR. A pesar de que el cloruro se encuentra disuelto en la fase orgdnica, en el proceso de
emulsién (fragancia en agua) la energia aplicada puede favorecer a este proceso de hidrdlisis ya que
se generan un mayor numero de gotas de menor tamaio incrementando el contacto entre el cloruro
y el agua. Este proceso se puede contrarrestar de distintas maneras. Una de ellas es la de intentar
reducir el tiempo de emulsion ya sea aplicando mas energia o afiadiendo estabilizantes/tensioactivos
qgue ayuden a conseguir el tamafio de gota deseado rapidamente. La otra opcidn seria la de utilizar un
cloruro de acido que presente una hidrdlisis lenta. Esta caracteristica viene dada por dos factores: su

coeficiente de particidn y su estructura molecular.

Por otro lado, la generacién de HCl también provoca un descenso del pH del medio de reaccién que
supone la protonacién de las aminas y una disminucién por la tanto de mondmero apto para la
encapsulacion. Para contrarrestar esto se anade un exceso de amina que impida el descenso del pH y

gue a la vez aporte suficiente material para el recubrimiento.
4.1.4. Objetivos especificos en microcapsulas de poliamida

Tomando como punto de partida los resultados positivos del trabajo previo, los objetivos van
encaminados a una mejora de las microcdpsulas de poliamida en dos aspectos especificos. Ademds de
cumplir los requerimientos definidos para las microcapsulas desarrolladas, se quiere enfatizar en dos

mejoras especificas:

e Disminucién de tamafio
Las capsulas obtenidas hasta el momento de empezar esta tesis doctoral cubrian un rango de
tamafio entre 20 y 50 um. Los estudios de fijacion en tejidos mostraron que las cdpsulas de
menor tamafio (2-5 um) eran las mas retenidas por lo que en este trabajo se planteé como un
reto el poder reducir el tamafio de las capsulas hasta un orden de magnitud para facilitar esta
inclusion en tejidos. Las condiciones establecidas en el proyecto MICROFRAG no fueron aptas

para lograr tamafios mas pequenos por lo que esta etapa debia ser optimizada.
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e Mejora de la estanqueidad
La permeabilidad presente en las cadpsulas de poliamida debe ser reducida para asi retener
con mayor eficacia los compuestos voldtiles en su interior y por lo tanto obtener una liberacion
mas efectiva tras su ruptura. Variaciones en el pH o de cargas en las matrices donde se pueden
incorporar estas microcapsulas, pueden alterar la permeabilidad de la corteza por lo que se

busca realizar modificaciones para mejorar este aspecto.

Siguiendo la metodologia establecida para las capsulas de melamina-formaldehido, antes de realizar
la encapsulacion de fragancias se encapsularon aceites mediante la técnica de polimerizacion
interfacial. Existen varios ejemplos en la literatura donde se encapsulan materiales de esta naturaleza

con funcionalidades especificas [9] lo que confirma la idoneidad de la técnica para estos nucleos.

4.2.1. Sintesis

En este caso, como punto de partida, se creyd conveniente replicar las condiciones establecidas en el
proyecto MICROFRAG, usando también Miglyol®812 (Miglyol) como aceite modelo. Las condiciones

experimentales como punto de partida vienen especificadas en el Protocolo PA.1 y a continuacién en

la Tabla 4.2.
Factor Valores escala laboratorio (50 g)
Cantidad fase acuosa | 30 g (Tween®80 1%p/p)
Cantidad fase aceite 9.5 g Miglyol®812 + 0.5 g TR (5%p/p)
Cantidad fase acuosa Il 10 g (NaOH 0.19 M + DETA 5.3%p/p)
Emulsificacion 5.000 rpm (Ultra-Turrax®T25)
Tiempo de emulsién 15 min

Tabla 4.2. Condiciones establecidas para la encapsulacion de capsulas de Miglyol por polimerizacion

interfacial con poliamida.

Como se puede comprobar, la relacion aceite/agua establecida fue de 1:3 en el proceso de emulsién
y 1:4 tras acabar la reaccion, por lo que la concentracidn de aceite encapsulado es alrededor de el 20%
en el crudo de la sintesis. La cantidad de mondmero hidréfilo (DETA) se optimizé hasta la minima
cantidad posible para formar la corteza, aunque en ligero exceso respecto al cloruro. Ademas, la DETA
se solubiliza en una solucién de NaOH (pH>12) para mantener las aminas desprotonadas y promover

una maxima reactividad de ésta. El resultado final de la reaccidon se muestra a nivel macroscépico
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como una suspension de aspecto lechoso y poco viscosa mientras que a nivel microscépico las

particulas presentan unos tamafios comprendidos entre 25 y 50 um.
4.2.2. lavados

Debido al exceso de amina utilizado en la sintesis, se creyd conveniente desarrollar un procedimiento
para arrastrar todo ese exceso de mondmero sin reaccionar que a su vez eleva demasiado el pH de Ia
suspension (pH=8-9). El método mas eficiente para eliminar esta amina y neutralizar el pH fue
mediante decantacién, no obstante, este proceso puede llegar a ser muy lento cuando la densidad de
las capsulas es cercana a la del agua (d=1 g/mL), alargdndose hasta varias horas en algunos casos,

considerando que se puede necesitar mas de un lavado.

Para acelerar este proceso se propuso el uso de sales que modificaran tanto la densidad del agua como
la fuerza idnica. Con una solucién concentrada de sales, las cargas de los electrolitos contrarrestan las
cargas superficiales propias de las capsulas (ligeramente positivas) para inducir un proceso de
floculacion de estas, acelerando la flotabilidad o deposicién (Figura 4.5). La sal seleccionada en este
caso fue el sulfato sédico anhidro (Na>SO4ann) por la gran densidad de carga que aporta (doble carga
de los aniones). En el caso de las capsulas sintetizadas con Miglyol (d=0.912 g/mL), el hecho de afadir
una solucién altamente saturada en esta sal provoca que capsulas floculen y floten con mucha mas

rapidez (pocos segundos) que si no se afiadiera.

Na,50, (sat) Tiempo
a
E— o *
+O '
+
7 +
+
+:+

Figura 4.5. Tratamiento de las cdpsulas con solucion saturada de sal para promover la floculacion. a)
Suspension de cdapsulas ligeramente cargadas positivamente, b) adicion de una solucion Na,SO4 anhidro

saturada; c) neutralizacion de las cargas, floculacién y flotacion.

Esta floculacion, no obstante, es contraproducente para periodos largos de tiempo ya que puede
provocar la ruptura de las cdpsulas por la fuerte agregacion generada y dejaria cantidades

significativas de sales en la suspension. Para solucionar esto se procedio a eliminar el exceso de sales
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de la suspensidon mediante una dilucion de la suspensidn. Las mejores condiciones para este propdsito

fue el uso de las siguientes disoluciones en el orden presentado a continuacidn:

1. Solucién 1M de Na,SO4anhidro (floculacién rapida, flotacién rapida)
2. Solucién 0.5M de Na,SOsanhidro (floculacion intermedia)

3. Agua destilada (poca floculacion, flotacién lenta)

La aplicacion de estas tres disoluciones resulto suficiente para neutralizar el pH hasta dejarlo neutroy
eliminar la amina y la sal de una manera controlada. Este lavado ademas ayuda a eliminar una parte

importante del tensioactivo utilizado para la generacidn de la emulsién (Tween®80 en este caso).

4.2.3. Caracterizacion de capsulas con aceite

» Caracterizacion morfoldgica

La microscopia dptica fue la principal técnica de caracterizacion morfoldgica utilizada para las sintesis
de capsulas de poliamida. Al finalizar las sintesis, las muestras se tomaron directamente del crudo (sin
realizar lavados) y se diluyeron para distinguirlas mejor. El aspecto tipico de capsulas de poliamida con

aceite se muestra en la Figura 4.6.

Figura 4.6. a) Imagen de microscopio dptico de la suspension de cdpsulas PA de Miglyol; b) imagen de

microscopio dptico de la suspension tras el secado al aire.

El aspecto de este tipo de capsulas a través del microscopio se muestra parecido al obtenido con resina
MF, pero si se observan las capsulas a mayores magnitudes, se aprecia una corteza aparentemente

mas fina (Figura 4.6.a).

Para verificar la correcta formacion de la corteza y su impermeabilidad se dejaron secar las muestras.
En suspension, la salida de la fase aceite de la capsula puede verse inhibida por la hidrofobicidad del

nucleo, en cambio, al secar las capsulas se observaria la salida del aceite si la corteza no fuera del todo
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impermeable. En la Figura 4.6.b se muestra el aspecto de una suspension de capsulas con Miglyol

secadas al aire, las cuales mantienen su forma esférica y retienen el aceite en su interior.

Las cdpsulas desarrolladas también se pudieron apreciar con detalle a través de microscopia
electrénica (SEM). En general, el aspecto obtenido fue el de capsulas con una corteza lisa y con forma
esférica (Figura 4.6.c). Otra de las caracteristicas que se aprecian es un ligero elongamiento de las
capsulas al estar en contacto las unas con las otras, sobre todo las de mayores dimensiones (Figura
4.7.a). Este efecto se atribuye a la flexibilidad de las cortezas al secarse. En el caso de las capsulas mas
pequefias este efecto se minimiza (Figura 4.7.b) y la hipdtesis es que existe una mayor rigidez de la

corteza que impide este estiramiento.

Figura 4.7. a) Imagen SEM donde se aprecia el estiramiento de las cortezas de cdpsulas de poliamida de
Miglyol de mayor tamario (>25 um); b) imagen SEM donde no se aprecia el fendmeno de estiramiento en las

cortezas de las cdpsulas de menor tamafio (= 5 um).
» Determinacion de la distribucion de tamafio por difraccion laser

Para el estudio de distribuciéon de tamafio también se utilizé la técnica de difraccién laser con
Mastersizer®2000. En la Figura 4.8 se muestra la distribucidn de las cdpsulas de poliamida sintetizadas

con las condiciones especificadas para la encapsulacién de Miglyol.
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Figura 4.8. Distribucion de tamafio de cdpsulas PA de Miglyol obtenidas.
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Como se puede comprobar, la polidispersidn de las capsulas obtenidas no es muy elevada, estando la
media de diametros alrededor de 25 um. En este caso se considera una sola poblacién de particulas,

no observandose otros picos como en el caso de las capsulas de MF.
» Pardmetros cuantitativos

Durante el proyecto MICROFRAG se investigaron diferentes solventes capaces de romper las capsulas
y liberar su contenido. Los disolventes mds eficientes para la apertura de microcapsulas de poliamida
fueron de nuevo la acetona y el cloroformo por lo que se realizé un estudio por *H-RMN con éste
ultimo de igual manera que con las cdpsulas de MF. Los datos referentes a la carga util y la eficiencia

de encapsulacidn de este tipo de microcapsulas se recogen en la Tabla 4.3

Carga util o Eficiencia de
Capsulas Tamafio Morfologia
payload encapsulacion

Esféricas,
Poliamida =25 um >80% 75-80%
mononucleares

Tabla 4.3. Datos extraidos de la caracterizacion de cdpsulas de Miglyol®812 con poliamida.

La encapsulacion de fragancias con varios componentes, de igual manera que pasoé en la encapsulacion
por MF, no se plantea tan sencilla como la encapsulacién de un aceite mono-componente. Las
formulaciones, a pesar de ser aptas para el proceso por su hidrofobicidad, no dejan de ser mezclas
muy complejas de compuestos con diferentes grados en polaridad y volatilidad que pueden afectar

los procesos de emulsién y polimerizacién.

4.3.1. Sintesis de capsulas con fragancias simples adaptadas al proceso de polimerizacion

interfacial

En el desarrollo del proyecto MICROFRAG se lograron encapsular con éxito algunas de las fragancias
formuladas por CARINSA mediante polimerizacién interfacial con poliamida. El abanico de fragancias
testeadas abarcod desde un solo compuesto, como el acetato de isoamilo (olor a platano) hasta
formulaciones complejas como el Frescor Azul (de la familia olfativa ‘marino’), compuesta por decenas
de fragancias. En la Tabla 4.4 se muestra, sin entrar en detalles em los procesos, las diferentes

fragancias encapsuladas en dicho proyecto.
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Nombre Encapsulacion Composicién
Acetato de isoamilo Si (100% fragancia) 1 compuesto, no reactivo
Apple Top Si (100% fragancia) Simple, no reactiva
Pure Si (30% Miglyol) Compleja, 1 componente reactivo
Frescor Azul Si (30% Miglyol) Compleja, varios componentes reactivos
Bali Si (20% Miglyol) Compleja, varios componentes reactivos
Aloe Vera Si (20% Miglyol) Compleja

Tabla 4.4. Listado de fragancias CARINSA encapsuladas durante el proyecto MICROFRAG.

Para los casos de fragancias mds simples y desprovistas de compuestos susceptibles de reaccionar con
el cloruro, se logré la encapsulacion de cdpsulas con nucleos formados completamente por fragancia.
Por ejemplo, la formulacién Apple Top (APPLE), pese a ser muy volatil, se pudo encapsular

eficientemente.

Por otro lado, en los casos con fragancias mas complejas, como puede ser el Frescor Azul, fue necesaria
alguna modificacion. Una de las soluciones mas efectivas consistio en el hecho de afiadir un aceite que
actua como portador (o carrier en inglés), que se mezcla de manera homogénea con la fragancia, la
retiene, y no afecta a la estabilidad de la emulsidn. El hecho de que algunos de los compuestos
presentes en las formulaciones mas complejas fueran reactivos era un inconveniente y para evitar al
maximo posible esta interaccién con el TR, se realizd la disolucidn del cloruro previamente en el aceite
para posteriormente afiadir la fragancia. En la Tabla 4.5 y en el Protocolo PA.2 se muestran las

condiciones para la encapsulacién de fragancias mediante esta estrategia.

Factor Valores escala laboratorio (50 g)
Cantidad fase acuosa | 30 g (Tween®80 1%p/p)
Cantidad fase aceite 30 g (3 g Miglyol®812 + 6.5 g Fragancia +0.5 g TR, 5%p/p)
Cantidad fase acuosa Il 10 g (NaOH 0.19 M + DETA 5.3%p/p)
Emulsificacion 5.000 rpm (Ultra-Turrax®T25)
Tiempo de emulsion 10 min

Tabla 4.5. Condiciones establecidas durante MICROFRAG para la encapsulacion de fragancias complejas y

reactivas con el cloruro de dcido.

Con esta modificacion y reduciendo el tiempo de emulsificaciéon en 5 minutos, se redujo el tiempo de
contacto del cloruro con los componentes reactivos de las fragancias y se pudo evitar en un alto grado
la alteracion de la composicién. El resultado de esta modificacidon supuso la obtencién de capsulas

esféricas de aspecto similar a las que estan hechas completamente de fragancias. En la Figura 4.9 se
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muestran imagenes del resultado obtenido en cépsulas de fragancias tanto en aquellas con nucleos
100% fragancia, como en nucleos con la incorporacion de un aceite. Como se mostré en el Capitulo 3
esta estrategia fue también usada de manera temporal en la sintesis de capsulas MF de la fragancia

TROPICAL con resultados positivos.
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Figura 4.9. Imdgenes SEM de a) capsulas obtenidas de las fragancias Apple (100% fragancia en ntcleo); b) Frescor Azul

(70% fragancia en nucleo).

Con la experiencia adquirida en la encapsulacion de formulaciones de fragancias, se determiné que la
mejor estrategia seria la de encapsular mezclas mas sencillas y carentes de compuestos reactivos para

asi lograr una mayor carga util de fragancia al no afiadir aceites.

En el marco del actual proyecto, ademas de encapsular algunas de las formulaciones correspondientes
al proyecto MICROFRAG, se realizaron encapsulaciones de otras formulaciones preparadas por
CARINSA que abarcaron diferentes familias olfativas (frutal, aromatica, marino...) y con menor nimero
de componentes (4-20 componentes). Vistos los problemas que se observaron en el anterior proyecto,
las formulaciones se intentaron adecuar a los requerimientos necesarios para lograr microcapsulas sin
la necesidad de afiadir aceites, por lo tanto, nucleos formados por 100% fragancia con la menor
proporcién de compuestos nucledfilos, sin disolventes afiadidos y que tuvieran una baja tendencia a
difundir hacia la fase acuosa. Las concidiones utilizadas en este caso fueron las optimizadas para la
encapsulacion de Miglyol (Tabla 4.2). El listado de fragancias encapsuladas y los resultados se

muestran en la Tabla 4.6.
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Formulacion Aspecto Formulacion Aspecto
Frutas del
bosque Pifa P105885
P105887

Frescor Azul* Amapola
P105841 P105843
Marino Apple TOP
P105845 FCAP952505

*Nueva reformulacion adaptada para los procesos de encapsulacion del proyecto y completamente distinta a la utilizada inicialmente en

MICROFRAG

Tabla 4.6. Imdgenes SEM de las diferentes formulaciones de fragancias encapsuladas.

La encapsulacion resulté funcionar aparentemente en todos los casos y sin la necesidad de afiadir
aceites en las formulaciones. No obstante, las capsulas de mayor tamafio presentaron mas problemas
para mantener la estabilidad, y a través de microscopia electrénica se pudo corroborar este problema

(excesiva elongacidn, pérdida de forma esférica o deformaciones en corteza).

Ademas, la deteccidon de las fragancias encapsuladas se evalué mediante la colaboracién de los
expertos perfumistas de CARINSA, los cuales realizaron los correspondientes analisis sensoriales de
capsulas extendidas en un portamuestras, secadas y posteriormente rascadas para asi liberar el
contenido encapsulado. El resultado en todos los casos fue un ligero cambio en la percepcion,
habiéndose perdido o detectado en menor medida seglin qué componentes de las formulaciones.

Ademas, a nivel microscépico, la mayoria de las cdpsulas sintetizadas parecian presentar poca
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estanqueidad, aprecidandose un hinchamiento (o swelling en inglés) cuando las céapsulas se
dispersaban en un medio altamente diluido y ligeramente acido. Tras observar esto, quedd patente
gue el sistema debia modificarse para hacerlo mas robusto, con cdpsulas mas impermeables, mas

pequefias y aptas para distintas formulaciones.

4.3.2. Reduccion de tamaio

4.3.2.1. Primeras pruebas

Una de las modificaciones donde se puso especial énfasis fue la reduccién del tamafio de las capsulas
de fragancia. Tras comprobar que las de menor tamafo presentaron mayor estabilidad, se buscd
conseguir homogeneidad de cdpsulas con estas caracteristicas (< 15 um). Por otro lado, en algunas
aplicaciones de cdpsulas como la impregnacién de tejidos, ya evaluada en el proyecto MICROFRAG,
guedd patente que las de menor tamafio se atrapaban con mayor frecuencia que el resto, llegando
incluso a depositarse en recovecos de las fibras donde las otras cdpsulas no eran capaces de penetrar

(Figura 4.10).

Figura 4.10. Imagenes SEM mostrando cdpsulas de menor tamarfio depositadas en recovecos de fibras de algodon.

La mayor dificultad para el redisefio de estas cdpsulas fue que las condiciones definidas para la
encapsulacién de fragancias simples no eran aplicables para cdpsulas con un tamafio mas reducido.
Las cantidad de amina, la cantidad de cloruro de acido y el emulsionante usados en las capsulas de
tamafo mayor (>25 um) no dieron buenos resultados para la obtencién de capsulas por debajo de 15

um.

La fragancia de partida escogida para esta optimizacion fue Apple TOP FCAP952505 (APPLE) por su
buen comportamiento para la emulsién, disolucién del cloruro, y la simplicidad de su formula donde

hay ausencia de componentes nucledfilos. Los primeros cambios para mejorar el resultado en estos

99



Capitulo 4

tamafios fueron en las cantidades de los mondmeros. El cloruro, en concentraciones alrededor de
5%p/p respecto la fase aceite, no se incrementd, en cambio la cantidad de amina se aumentd (+500%
la cantidad usada) para favorecer la mayor difusion hacia la interfase fragancia/agua al haber mas
superficie disponible. Esta modificacién también fue fruto de la investigacidn llevada a cabo en el
proyecto MICROFRAG, no obstante, otro elemento importante que no se acabd de resolver en aquel
momento fue la seleccidon del emulsionante o estabilizante mas adecuado y sus correspondientes

concentraciones para la sintesis de cdpsulas con tamafios reducidos.

Por ello, uno de los primeros experimentos al inicio de la optimizacién consistié en realizar sintesis
con el emulsionante Tween®80 (en adelante Tween) a mayores concentraciones (3%p/p) para asi
estabilizar el mayor niumero de gotas generadas. Desafortunadamente, esta solucién no resulté
aportar una mejora del resultado. El aspecto de las capsulas observado por SEM en todos los casos
fue el de capsulas con formas céncavas, morfologia que no indicaba estabilidad de las cdpsulas tras el
secado (Figura 4.11). Tras varios cambios realizados respecto a las concentraciones, el Tween, junto

con otros emulsionantes fueron descartados para este propdsito.

Figura 4.11. Imagen SEM de una sintesis fallida para la obtencion de cdpsulas de menor tamafio usando

Tween al 3%p/p como emulsionante.

En algunos articulos cientificos y diferentes patentes recopiladas, se corroboré el extendido uso de
alcohol polivinilico (PVA) para la sintesis de capsulas de poliamida. Las cadenas de alcohol polivinilico
orientan sus grupos hidroxilo hacia la fase acuosa por lo que se situa de manera muy eficiente en la
interfase aceite/agua. El PVA a pesar de no tener un gran poder emulsionante, estabiliza de manera
muy eficiente las gotas de fragancia durante su emulsion, incluso las mas pequefias. Esta falta de
poder emulsionante se traduce en una mayor polidispersidon de las gotas, pero que puede ser
contrarrestado con tiempos de emulsificacién mas altos, y una mayor energia aplicada. Ademas de

todo esto, el PVA es un polimero altamente disponible en el mercado bajo el nombre de POVAL® o
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MOWIOL®. Tras conocer estas caracteristicas y compatibilidades del sistema con el PVA, se decidié

elaborar baterias de experimentos para adaptarlo a la encapsulacién de la fragancia APPLE.
4.3.2.2. Seleccion del tipo de PVA 'y su concentracion dptima en la fase acuosa

El primer paso fue elegir qué tipo de PVA se adaptaba mejor al sistema de encapsulacidon. Para ello se
opto por realizar experimentos con unos cuatro tipos de PVA de diferentes grados de hidrdlisis y pesos

moleculares que se resumen en la Tabla 4.7.

Tipo de Peso
Grado de hidrdlisis 98% Grado de hidrolisis 88%
molecular
Bajo P.M. = 27.000 (Mowiol®4-98) P.M. = 31.000 (Mowiol®4-88)
Medio P.M .=125.000 (Mowiol®20-98) P.M. =130..000 (Mowiol®18-88)

Tabla 4.7. Valores de peso molecular (P.M.) y grados de hidrdlisis de los diferentes PVA usados y sus

correspondientes nombres comerciales.

Las condiciones de partida, a excepcidon del PVA, se mantuvieron constantes para no afectar en exceso

al sistema. Estas vienen reflejadas en la Tabla 4.8 que se muestra a continuacion:

Factor Valores escala laboratorio (50 g)
Cantidad fase acuosa | 30 gr solucion PVA (4 tipos)
Cantidad fase aceite 10 g (9.5 APPLE +0.5 g TR, 5%p/p)
Cantidad fase acuosa Il 10 g (NaOH 0.19 M + DETA 26.5%p/p)
Emulsificacion 8.000 rpm (Ultra-Turrax®T25)
Tiempo de emulsién 10 min

Tabla 4.8. Condiciones de partida para la reduccion de tamario de las cdpsulas de poliamida.

Tras la realizacidn de los experimentos con todas las variedades de PVA al 1%p/p, se tomé la decisidn
de usar el de peso molecular medio y con un 98% de hidrdlisis (Mowiol®20-98). Los PVA con grado de
hidrolisis 88% fueron descartados porque generaron gran cantidad de espuma a las velocidades de
emulsion necesarias para la disminucion de tamafio (28.000 rpm). Esto dio lugar a una menor
eficiencia de encapsulacién al producirse difusidon de parte de los monédmeros hacia las burbujas de
aire generadas en la emulsificacion. Particularmente con el Mowiol®18-88, los resultados fueron
satisfactorios, por lo que si se encontrara solucion para la reduccion de la espuma, seria un buen

candidato a ser utilizado en sintesis posteriores.

Por el otro lado, los PVA con alto grado de hidrdlisis no generaron practicamente espuma presentando

no obstante un menor poder emulsionante y por consiguiente una emulsidon con mayor polidispersion
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de tamafios. El resultado de las encapsulaciones fue muy satisfactorio, formandose capsulas esféricas

y estables de un tamafio reducido (15 um, Figura 4.12.a).

Posteriormente, y manteniendo el resto de condiciones como en la Tabla 4.8, se quiso comprobar la
posibilidad de encapsulaciones con combinaciones de PVA y el emulsionante Tween para mejorar la
distribucidon de tamafo. Para ello se realizaron baterias una serie de 9 experimentos combinando
cantidades de ambos estabilizantes (Tabla 4.9). El resultado fue negativo en todos los casos en que se

introdujo Tween incluso en pequefias proporciones.

Combinaciones de
Tween 0% Tween 0.5% Tween 2%
estabilizantes
PVA 1% Vv X X
PVA15% Vv X X
PVA 2% Vv X X

Tabla 4.9. Experimentos realizados combinando diferentes cantidades de tensioactivo Tween 80 y estabilizante PVA 20-98.

Como puede apreciarse en la Figura 4.12.b, en el proceso de encapsulacién con el uso de Tween se
alterd la correcta formacién de la corteza y la morfologia final. A pesar de que algunas capsulas
parecieron formarse correctamente, éstas se encontraban muy deformadas y el porcentaje de esta
proporcién fue muy pequena. Como conclusién se definié que la combinacidon de ambos estabilizantes

no parecid ser adecuada para la estabilizacidén de la emulsién y posterior polimerizacion.

Figura 4.12. Imdgenes SEM de: a) cdpsulas de poliamida correctamente formadas (1% PVA 20-98, 8.000 rom (EXP 7); b)
cdpsulas de poliamida (2% PVA 20-98 + 0.5% Tween, 8.000 rpm (EXP 8).

El resultado de los diferentes experimentos con sélo PVA como estabilizante dio lugar a microcapsulas
correctamente formadas en el rango de concentraciones de PVA entre 1% y 5% (Figura 4.13). No

obstante, concentraciones de PVA demasiado altas (>3%) generaron mezclas muy viscosas que con el
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paso del tiempo generaban una capa densa y concentrada de cépsulas en la parte superior tras la
flotacién. Por otro lado, concentraciones menores de 2% generaban capsulas con cortezas algo
endebles y deformables. Por este motivo, la concentracion de PVA dptima se fijé en concentraciones

entre 2-3%.

Figura 4.13. Imagen SEM de cdpsulas de poliamida con nticleo APPLE usando 3%p/p de PVA como estabilizante.

4.3.2.3. Relacion entre velocidad de emulsificacion y tamafio obtenido

Tras los resultados obtenidos se realizdé una bateria de experimentos para conocer el alcance del
sistema en la disminucién de tamafio de particula. Para ello, desde las condiciones de partida (Tabla
4.8 con estabilizante PVA 20-98 al 2.5%) se fue variando la velocidad de emulsificacion con el
homogenizador Ultra-Turrax®T25. En paralelo, se fueron analizando todas las suspensiones obtenidas
por difraccidn laser para seguir la variacion en la distribucidn de tamafio de las particulas obtenidas

en los experimentos realizados (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Grdfico que relaciona la variacion del tamafio de cdpsulas con la velocidad de emulsificacion aplicada con

Ultra-Turrax®T25 (t=15 min).
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En este grafico se muestra la variacion del tamafio medio de particula respecto a la velocidad de
homogenizacidon aplicada en el proceso de emulsificacién. Segun lo observado, no es necesario aplicar
una velocidad mayor de 12000 rpm ya que se llega un estado estacionario o plateau donde es dificil
reducir mas el tamafio de las gotas generadas. Una mayor velocidad implicaria un gasto mayor de
energia y propiciaria una mayor degradacién del cloruro por hidrélisis. El tamafio medio mas pequefio
alcanzado para el ndcleo APPLE fue =3 um (Figura 4.15) lograndose algunas capsulas cercanas al

micrometro.
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Figura 4.15. Distribucion de tamaiio de las particulas obtenidas a 20.000 rom.

Mediante este estudio se demostrd un efecto de la velocidad de emulsificacion en el tamaiio final. No
obstante, un aspecto importante a tener en cuenta es que el tamafno de gota obtenido depende del
tipo de liquido a emulsionar y sus propiedades fisico-quimicas (viscosidad, polaridad, volatilidad...) por

lo que estos valores pueden no ser extrapolables a otros compuestos.
4.3.3. Modificacidon de la corteza para la mejora de la estanqueidad

Existen estudios previos donde se han modificado membranas basadas en poliamida para dotarlas de
mayor hidrofobicidad [10,11]. En el proyecto MICROFRAG, por ejemplo, se realizaron cambios en la
corteza para modificar la carga de las capsulas en un amplio rango de pH y asi conseguir mejores
adhesiones a los tejidos. Para ello se investigaron diferentes estrategias de funcionalizacidén, como una
capa-a-capa con polielectrolitos o mediante adiciones nucledfilas entre las aminas libres de la corteza

y grupos reactivos electrdfilos.

No obstante, aln con este tipo de modificaciones se aprecia una insuficiente estanqueidad de las
capsulas cuando se alcanzan pH acidos en el medio de dispersidon. Esto es un problema muy
importante en el caso de que las cdpsulas deban ser usadas en formulaciones de suavizante, ya que
éstas estan en torno un pH 3-4, suficiente para alterar la estructura de la corteza. Este suceso se
atribuyé de manera tentativa a un problema en la corteza, concretamente a las cargas positivas

aportadas por las aminas protonadas a pH acidos, que aumentan la repulsién entre cadenas vy
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provocan la entrada de agua al interior de la capsula, empujando el nucleo de fragancia hacia el

exterior (Figura 4.16). Este comportamiento ya se habia descrito en en algunos articulos cientificos

donde se analiza la permeabilidad de las cortezas basadas en poliamida [12].

NH,*

NH,*
.

NH,*
? NH,
NH,

| NH,
<MY ...... Agua | ‘
| Nicleo NH,™ | Nucleo NH, Nicleo
! NH,
|
‘ NH.* NH*
| Voldtites e ’ NH,
Capsula | raas
NH;* NH, NH,
>
e
Acido Bésico
pH

Figura 4.16. Representacion grdfica de la generacion de cargas en la corteza de la capsula y las posibles difusiones

producidas por las repulsiones intrinsecas generadas.

La DETA, contiene una amina en el centro de la estructura, que tiene menos tendencia a reaccionar

en la polimerizacion y es mas susceptibles de protonarse a posteriori. Por ello se realizaron nuevos

experimentos sustituyendo la DETA por otras aminas que no tuvieran aminas centrales, o bien que

tuvieran capacidad de crear estructuras muy ramificadas. En la Tabla 4.10 se muestran las diferentes

aminas utilizadas para los experimentos.

Nombre Férmula
. . . NH
Etilendiamina (EDA) HNTTN
Hexametilendiamina(HMDA) N AN
e e
e el e HaN Ny Ny N NH2
Polietilenimina (PolyAm) H
NN,

P-fenilendiamina (PPD)

/©/NH2
HoN

Tabla 4.10. Aminas empleadas en sustitucion o combinacion con la DETA en las sintesis de cdpsulas de poliamida.
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Inicialmente se fijo la cantidad de amina a afiadir usando los mismos equivalentes que en las sintesis
con DETA (2 eq.). Sucesivamente se realizaron experimentos multiplicando por 4 los equivalentes para
conocer el efecto de un exceso de cada amina. Se analizaron por microscopia las capsulas de las
suspensiones antes y tras la aplicaciéon de un pH acido. Los mejores resultados obtenidos de estas

modificaciones se muestran en las imagenes SEM de la Figura 4.17.

o0y
PolyAM &
2 eq,pH 4.5

~

Figura 4.17. Imdgenes SEM de los resultados preliminares en la encapsulacion de la fragancia APPLE con las

diferentes aminas y su estabilidad en pH dcidos.

Las diaminas lineales EDA y HMDA mostraron un comportamiento esperado para el proceso de
polimerizacion interfacial (sin agregaciones ni cambios de viscosidad) y la posterior visualizacién por
microscopia mostrd unas capsulas aparentemente estables y con superficie lisa. No obstante, en el
secado, y sobre todo a pH &cidos, las cdpsulas no parecieron resistir. En ambos casos fue necesario
usar cantidades mayores de equivalentes (8 eq.) para poder lograr suficiente material de corteza

alrededor de las gotas.

En el caso de la amina mas ramificada, la poliamina (PolyAM), la encapsulaciéon se produjo de manera
satisfactoria con la misma cantidad inicial de 2 equivalentes. La estructura molecular de la poliamina
esta constituida por ramificaciones de DETA vy tal vez esto favoreciera un resultado similar. Ademas,
tras diluir las muestras a pH 4cidos las capsulas parecieron mantener estabilidad, aunque se observé

un poco de deshinchamiento, hecho que confirmé que la estanqueidad no fue del todo mejorada.

Por ultimo, en el caso de la p-fenilendiamina (PPD), a nivel macroscépico ya se observé que la reaccidn
no parecié funcionar del todo bien, y a través del microscopio 6ptico se observaron capsulas con una
rugosidad muy alta y con forma no del todo esférica. Esto se verifico por SEM donde se aprecio la

encapsulacién incompleta de las gotas, formandose estructuras de ‘cuenco’ de aspecto rigido y
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guebradizo. Otro de los detalles observados fue la superficie lisa del exterior, muy diferente de la
estructura rugosa del interior. Esta diferencia entre los dos lados de la corteza es muy comun en la
sintesis de microcapsulas de poliamida producido por la difusién de la amina y crecimiento del
polimero hacia el interior de la fase lipofilica [12-14]. Tras el resultado observado y tras comprobar la
baja solubilidad de este monédmero en la fragancia, se descartd realizar una reaccidon aumentando la

cantidad de PPD.

El polimero generado entre el PPD y el cloruro de tereftaoilo, es ampliamente conocido con el nombre

de Kevlar® (Figura 4.18)

Cl N
HoN cl -2n HCl

\
H

Figura 4.18. Esquema de la reaccion de policondensacion para dar lugar al Keviar® [15].

El Kevlar® es un polimero usado sobretodo en la fabricacién de chalecos antibalas, neumaticos o velas
nauticas por su alta resistencia y buenas propiedades mecanicas. Ademas de los fuertes enlaces
covalentes tipo amida generados, las cadenas poliméricas quedan unidas entre si por fuerzas de tipo

puentes de hidrégeno o interacciones m-Tt.

Por estas propiedades se creyé conveniente el uso del PPD para dotar de mayor estanqueidad las
capsulas con fragancia pero como la reaccién con el PPD mostrd no ser efectiva con una cantidad de
2 equivalentes se opté por afiadirlo como co-mondmero a la DETA. Segun lo publicado en la referencia
[16], se pueden obtener cdpsulas estancas con un buen grosor de corteza con el uso de DETA, PPD y
cloruro de sebacoilo (SC). No obstante, los mejores resultados fueron con la inclusidn de un porcentaje
de acido oleico en el nlcleo que permite una mayor difusién de amina al interior de la capsula y actuar

como plastificante, lograndose cdpsulas no tan quebradizas.

Para adaptar ese sistema al desarrollado, se realizaron varios experimentos con la adicién de en menor
medida de PPD (5-10%p/p) y en algunos casos, en combinacion con otro co-monomero en la fase

aceite (cloruro de trimesoilo, TM) para mejorar el grado de entrecruzamiento.
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Figura 4.19. Primeros resultados del uso de co-monémeros en la encapsulacion del Tropical.

Como se puede comprobar en la Figura 4.19 el uso de pequeiias cantidades de PPD (y sin TM) permitio
la encapsulacién, dando lugar a cdpsulas de fragancia estables. No obstante, tras observar las
suspensiones pasados unos dias, estas empiezan a colorearse de una tonalidad marrén por la

oxidacion del PPD.

Estos resultados fueron los ultimos obtenidos en el proyecto en relacidon a la optimizacion de la
estanqueidad. El PPD se planteé como una opcién real para mejorar la estanqueidad de las capsulas
aunque el sistema debe ser optimizado con tal de ajustar las cantidades adecuadas o combinarlo con

otras aminas, no solamente con DETA.

Tras haber logrado la encapsulacion de las fragancias simples previamente mostradas y lograr el
objetivo de reducir el tamafo de las correspondientes capsulas, se procedié con la encapsulacién de
la fragancia compleja Tropical Fruit P780765 (TROPICAL). Las modificaciones relacionadas con la
mejora de la estanqueidad no se creyd conveniente aplicarlas en este punto hasta que no se

consiguiera un sistema robusto y que se confirmara una mejora en este sentido.

La formulacién TROPICAL contiene una gran cantidad de compuestos, algunos de los cuales con
presencia de grupos funcionales reactivos (ver Anexo Il). Estos compuestos potencialmente reactivos
se muestran en la Tabla 4.11. Pese a que la cantidad de estos compuestos no parece muy elevada, es

suficiente para poder reaccionar con el cloruro de acido. De hecho, se pudo apreciar una alteracion
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de color en la mezcla cloruro/fragancia en el proceso de preparacion de las fases. Lo mas probable es

gue el cambio de color fuera indicativo de que algiin compuesto reacciond con el cloruro.

Compuesto Tipo Proporcion (p/p%)

Cis-3-hexenol Alcohol 0.2%

2-Isopropil-4-metiltiazol Tiazol 0.01%
Dihidromircenol Alcohol 3.5%

Linalol Alcohol 3.66%

Alcohol feniletilico Alcohol 0.001%

Terpineol Alcohol 0.02%
Bacdanol Alcohol 0.2%
TOTAL - 7.6%

Tabla 4.11. Compuestos de cardcter nucleofilico presentes en la fragancia Tropical Fruit P780765.

La encapsulacidon de TROPICAL se intenté con las ultimas condiciones optimizadas para la obtencion

de capsulas APPLE de menor tamafio (Tabla 4.12 y Protocolo PA.3).

Factor Valores escala laboratorio (50 g)
Cantidad fase acuosa | 30 gr solucion PVA 20-98 al 2.5%
Cantidad fase aceite 10 g (9.5 TROPICAL +0.5 g TR, 5%p/p)
Cantidad fase acuosa Il 10 g (NaOH 0.19 M + DETA 26.5%p/p)
Emulsificacion 16.000 rpm (Ultra-Turrax®T25)
Tiempo de emulsién 10 min

Tabla 4.12. Condiciones de partida para la encapsulacion de la fragancia TROPICAL para la obtencion de cdpsulas de

poliamida de un tamafio comprendido en el rango (3-10 um).

El resultado de la sintesis a nivel macroscopico fue una correcta formacién de las cdpsulas, no

observandose agregados, y con una ligera coloracion.

» Determinacion morfoldgica por microscopia

Tras la obtencidon de las microcapsulas, se llevd a cabo la correspondiente caracterizacion por
microscopia de capsulas procedentes de la suspension del crudo de reaccidn y del liofilizado. Como se
puede apreciar en las Figura 4.20.a, b la encapsulacidon de la fragancia aparentaba ser efectiva,
obteniéndose cdpsulas esféricas y estables a alto vacio de un tamafio aproximado de 3-5 um. El
aspecto macroscépico de las capsulas liofilizadas fue un sélido muy compacto por la presencia del PVA

gue se usd como estabilizante. No obstante, al analizar por SEM el sélido se aprecid la presencia de
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las capsulas estables, manteniendo su estructura esférica como se puede observar en la Figura 4.20.c,
d.

Figura 4.20. a, b) Imagenes SEM de las cdpsulas TROPICAL (2% PVA, 8.000 rpm) secadas al aire; c,d)

imdgenes SEM cdpsulas TROPICAL tras la liofilizacion.

» Determinacion del contenido por *H-RMN

Tras la visualizacion por SEM se analizé la muestra mediante la extraccidn con cloroformo del sélido
liofilizado. De igual manera que se realizé en las capsulas de MF, se compararon todas las regiones
del espectro donde aparecian los picos correspondientes a la formulacion con los de la fragancia libre.
El anélisis por *H-RMN confirmé la presencia de fragancia en el interior de las cdpsulas incluso tras el

proceso de liofilizacion como se puede ver en la Figura 4.21.
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Tropical libre
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Figura 4.21. Comparativa de espectros 'H-RMN de la fragancia libre frente a la fragancia encapsulada. Las

zonas coloreadas corresponden a las regiones de las sefiales pertenecientes a la fragancia TROPICAL.

A pesar de apreciarse practicamente los mismos picos, la relacién de compuestos se vio alterada si se
comparan las integrales de todos los picos no pertenecientes a la DMF. De la comparacion con los
datos extraidos (Tabla 4.13), se determina una cantidad aproximada de 60% de carga util. Este dato
es algo mas bajo de lo esperado en este tipo de capsulas (= 80-90%) pero teniendo en cuenta la
agregacion generada por el PVA y la dificultad que eso supone al intentar romperlas con cloroformo,
es posible que no todas las capsulas se hubieran roto completamente y no toda la fragancia se hubiera
extraido. También esto podria deberse a que se perdieron algunos componentes durante la sintesis
de las capsulas (debido a la reaccién con el TR o difusién al agua) o durante la liofilizacion como se

muestra en la variacidn de algunos picos en el espectro *H-RMN.

Muestra Patrén interno Cantidad de muestra Integrales de
anadido (DMF) anadida fragancia
Fragancia libre 15 pl 30 pl A=3.14 / B=14.77
Capsulas 15 pl 30 mg A=2.54/ B=8.05

Tabla 4.13. Resultados cuantitativos extraidos del andlisis por 1H-RMN.

Para el futuro se considerara la posibilidad de realizar varios lavados para eliminar el PVA u optar por

otra estrategia que confirme una carga Util mayor que 80%.
» Cromatografia GC-MS

Tras la confirmacion de la encapsulacion de la fragancia en el interior, se procedié al andlisis de los

componentes por cromatografia de gases. Los datos recogidos en el cromatograma se recogen en el
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grafico de la Figura 4.22. Como puede comprobarse en los datos extraidos, la mayoria de los

compuestos se encuentran encapsulados y se detectan tras la ruptura de las cdpsulas. Los

componentes mas volatiles presentan valores muy parecidos a los observados en la fragancia libre, lo

qgue nos informa de que las cdpsulas parecen ser lo suficientemente estancas como para retenerlos.

En lineas generales, los resultados obtenidos son muy parecidos a los obtenidos por la encapsulacién

con melamina-formaldehido, lo que confirmaria que las capsulas con poliamida parecen tener una

capacidad de retencidon de los volatiles similar a este tipo de encapsulacién. Ademds, hay que tener

en cuenta que las capsulas de poliamida obtenidas se sintetizaron mediante un proceso muy rdpido y

a temperatura abiente, lo cual da un valor afiadido a esta técnica.
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Figura 4.22. Resultados GC-MS de las cdpsulas PA de fragancia TROPICAL en comparacion con la
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El trabajo realizado en relacidon a la técnica de polimerizacion interfacial ha supuesto un mayor

conocimiento de la técnica y se han logrado una serie de hitos que se mencionan a continuacion:

Se han sintetizado cdpsulas poliméricas de poliamida mediante la técnica de polimerizacion
interfacial con distintos nucleos hidrofébicos: aceites y fragancia.

Se han desarrollado cdpsulas con nucleos formados completamente por fragancia para
distintas formulaciones creadas por CARINSA, entre ellas la fragancia objetivo Tropical Fruit
P780765.

Se ha logrado una reduccién del tamafio en un orden de magnitud de cdpsulas de poliamida
con el uso de PVA como estabilizante y la correposndiente optimizacion.

El maximo valor de carga util obtenido en las capsulas se situd en el rango 80-90% (con aceite),
lograndose asi las caracteristicas deseadas. En el caso de capsulas con la fragancia objetivo
estd por determinar de manera mas precisa, aunque los datos preliminares indican un 60%.
Se iniciaron las primeras modificaciones quimicas de la corteza para la mejora de la
estanqueidad mediante el uso de otras variedades de aminas.

Se ha realizado la correspondientes caracterizaciénes de las microcdpsulas con técnicas de
microscopia (SEMy OM) y técnicas analiticas (*H-RMN, GC-MS y MZ), créandose de esta forma

protocolos de trabajo para los productos obtenidos por las otras técnicas de encapsulacion.

No obstante, el proceso podria ser mejorado en muchos aspectos por lo que para el futuro se plantean

nuevos retos:

Aumentar el grosor de la corteza para dotarla de mayor estanqueidad mediante el uso de
nuevas aminas o combinaciones de éstas.

Modificacidon de superficie en las cdpsulas de menor tamafio para mejorar adhesidn en
superficies de interés.

Optimizacién de la cantidad de monémeros de partida.

Optimizacién de otros factores de la reaccién (temperatura, pH, tiempo de curado).

Crear mejores protocolos con la técnica de GC-MS, para realizar una comparativa mas precisa

entre los nucleos encapsulados.
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Tras la encapsulacién de fragancias mediante dos procesos quimicos, a continuacion se detalla el
trabajo realizado mediante una técnica que no implicara sin reacciones quimicas. Como bien se explicd
en la introduccidn, se trabajo en el desarrollo de una técnica libre de formaldehido y que a su vez
usara polimeros biocompatibles de alta disponibilidad comercial. La técnica escogida fue la
coacervacién compleja. La seleccion de esta técnica para la encapsulacion de las formulaciones

desarrolladas por CARINSA fue por los siguientes motivos:

e Técnica apta para encapsulacion de nucleos hidrofébicos, como por ejemplo fragancias.
e No implica reacciones quimicas y por lo tanto no alteraria las formulaciones.

e Las condiciones de trabajo son suaves en cuanto a pH y temperatura.

e Los materiales con los que se trabaja son seguros para su manipulacion y aplicacion final.
e las suspensiones obtenidas no requieren necesariamente una purificacion.

e Alta biodegradabilidad y biocompatibilidad de los materiales.

e Precios competitivos de los materiales.

A continuacidn se detallan los aspectos mds importantes referentes a los materiales encapsulantes y
la interaccidon necesaria para permitir la coacervacién que luego serd adaptada a un proceso de

encapsulacién.

5.1.1. Biopolimeros seleccionados para la encapsulacion

Existen muchos sistemas de coacervacion compleja con diferentes polimeros que ya han sido
investigados a dia de hoy [1], pero por disponibilidad de las materias primas y por el precio de éstas,

el sistema escogido para el desarrollo de este tipo de capsulas fue el de gelatina y gdma arabica.
»  Gelatina

La gelatina (GEL) es un biopolimero formado en mayor parte por cadenas proteicas (85-92%) fruto de
la hidrdlisis del coldgeno. Inicialmente las cadenas proteicas del coldgeno se encuentran estructuradas
en forma de triple hélice y estas se pueden fragmentar con distintos tratamientos en cadenas de un

menor tamafio molecular como la gelatina o el hidrosilato de colageno (Figura 5.1).
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Collagen Collagen Hydrolysate
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Figura 5.1. Esquema de los diferentes productos obtenidos de la hidrdlisis del coldgeneo segtin el peso molecular [2].

La mayoria de la gelatina se extrae de la piel del cerdo (46%), de la piel de vacuno (29.4%) o de las
carcasas de éstos (23.1%) mediante tratamientos acidos o alcalinos. Otra gelatina importante a
mencionar es la gelatina de pez, por su bajo precio y sus parecidas prestaciones a las otras variedades.
El principal uso de la gelatina, ademas de la alimentaciéon, es en la industria farmacéutica como

recubrimiento de los medicamentos en las cdpsulas para ingesta oral.

Los aminodcidos constituyentes de las cadenas proteicas pueden ser negativos, positivos,
zwitteridnicos o neutros dependiendo de los grupos funcionales que contengan y de su valor de pK,
(pKa=-logK, Ks=constante de disociacion acida). Asi pues, dependiendo del pH, la gelatina tiene una
carga global variante, y por eso se le considera un polielectrolito cuando se encuentra disuelta en
agua. Un ejemplo de los porcentajes de aminodacidos presentes en la gelatina de cerdo viene descrito

en la Figura 5.2.

Amino acid Percentage Amino acid Percentage
Glycine 32.20 Threonine 1.80
Proline 13.10 Phenylalanine 1.38
Alanine 11.05 Isoleucine 1.02
Hydroxyproline 9.80 Hydroxylysine 0.75
Glutamic acid 7.10 Asparagine 0.60
Arginine 4,96 Histidine 0.45
Aspartic acid 4,42 Tyrosine 0.35
Serine 3.40 Methionine 0.32
Lysine 2.65 Tryptophan -
Leucine 235 Cysteine -
Valine 1.90

Figura 5.2. Lista de aminodcidos presentes en la gelatina de cerdo y su proporcion [3].

Las gelatinas se clasifican en A o B, dependiendo del tipo de hidrélisis realizada en la manufactura

(acida o basica), y en la propiedad de Bloom. El Bloom (término tomado del apellido del inventor Oscar
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T.Bloom [4]) es una medida derivada de un test en el que se determina la resistencia mecanica de los

geles. A mayor Bloom, mayor resistencia y mayor peso molecular de las cadenas proteicas.
»  Goma ardbica

El otro biopolimero implicado en este sistema de coacervacion compleja es la goma arabica o goma
acacia (GA). Este compuesto es el exudado arbdreo mas conocido y mas antiguo de la historia ya que
desde hace 5.000 afios se empezé a comercializar y a usar como adhesivo para los pigmentos en los
papiros. Con el paso de los afios la goma fue llegando a Europa a través de los puertos de Arabia y por

eso el nombre usado a dia de hoy.

De todas las especies de acacia que existen (mas de 1000), sélo dos estan dirigidas a la produccion: la
Acacia Senegal, de la cual se obtiene una goma dura, y la Acacia Seyal que produce una mas fragil y

de menor calidad [5].

Durante muchos afios Sudan ha sido el principal productor y exportador de goma ardbica, llegando a
abarcar el 80% del mercado. Sin embargo, las grandes sequias acontecidas en las ultimas décadas han

diversificado el mercado, siendo Nigeria y Chad sus actuales competidores (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Exportaciones de goma ardbica de los principales productores [6].

Europa y Estados Unidos son los mercados mas importantes, ya que importan alrededor de 40
kTn/afio, mientras Japdn, el consumidor asidtico mas importante, importa unas 2kTn/afio. Su uso esta
principalmente dedicado a la alimentacién y a la industria farmacéutica gracias a sus propiedades de

emulsificacion, adhesidn, espesante o de estabilizacion entre otros.
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La goma arabica es un biopolimero formado por un polisacdrido y una proteina. La mayor parte del
biopolimero consta de 6 tipos diferentes de carbohidratos y bloques proteicos de arabinolactano

(Figura 5.4.a)

Blogues
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+ Apolaridad

Figura 5.4. a) Representacion grdfica de las partes proteicas adheridas a la cadena de carbohidratos en la goma ardbica; b)

representacion grdfica de la orientacién de las partes en una interfase agua/aceite [7].

La combinacién de estas dos estructuras le confieren a la goma ardbica una gran capacidad
estabilizadora de emulsiones. Las cadenas de polisacaridos se situan en la interfase aceite-agua,
mientras que los bloques de proteina se orientan hacia la fase acuosa. Esto es debido a las cargas
negativas generadas en un amplio rango de pH, que proporcionan capacidad emulsionante a las gotas

de la fase dispersa (Figura 5.4.b).
5.1.2. Interaccion goma arabica — gelatina

La goma ardbica y la gelatina son solubles en medios acuosos debido a la polaridad de sus
componentes. En algunos casos (tipo de polimero, concentracidon, componentes, etc.) puede ser
necesario calentar para su completa disolucién pero el resultado final es la obtencion dos soluciones

homogéneas (Figura 5.5)

Figura 5.5. Soluciones al 2% en peso de gelatina y goma ardbica.

122



Encapsulacion por Coacervacion Compleja

Como se ha explicado en la introduccion, en la coacervacidon compleja, los complejos obtenidos por la
interaccion de los dos polimeros dan lugar a una nueva fase dispersa, los coacervados. La interaccién
responsable de la generacidn de esta nueva fase son las fuerzas electroestaticas de los dos polimeros,

gue estdn estrechamente ligadas con el pH de la disolucion.

Estos polimeros en solucién son considerados polieléctrolitos, y su variacién de carga viene
determinada por su punto isoeléctrico (P.l.), siendo éste el pH donde la molécula tiene una carga igual

a 0 (Tabla5.1).

Biopolimero Punto isoeléctrico (P.l.)
Goma arabica 1.5-1.8
Gelatina 4.5(Tipo B)-8 (Tipo A)

Tabla 5.1. Puntos isoeléctricos de la goma ardbica y los distintos tipos de gelatina.

El punto isoeléctrico de la gelatina depende del tipo de hidrélisis aplicada o del peso molecular. Por
debajo del P.E. (pH mas bajos) la carga de la molécula es positiva mientras que por encima del P.E. (pH
mas altos) es negativa. En el caso de la goma arabica, ésta tiene una carga negativa en practicamente
todos los grados de pH debido a que su punto isoléctrico es muy bajo. Asi, para que interaccionen, se

ha de bajar el pH < P.I. de la gelatina tal y como se explica a continuacion.

5.1.3. Factores que afectan a la separacion de fases (coacervacion)

»  Ajuste del pH para la interacccén éptima

Teniendo en cuenta las variaciones de carga de ambos polimeros, lo que se busca es la interaccién de
la goma ardbica con carga negativa y la gelatina con carga positiva. En la Figura 5.6 se muestra la

variaciéon de carga de los diferentes polielectrolitos en funcién del pH y de la mezcla de ambos.
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Figura 5.6. Medidas de potencial-Z en funcion del pH de soluciones de goma ardbica (e), gelatina tipo A (*) y

la mezcla (& [8].
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Como se puede apreciar, la goma arabica (®) se presenta como un polielectrolito negativo en todo el
rango de pH expuesto en el grafico, llegando a incrementar su carga negativa seglin aumenta el pH.
Por otro lado, la gelatina de tipo A (=), presenta un comportamiento mas variable. A pH<4.7

predominan las cargas positivas que provienen sobretodo de aminas terminales protonadas.

Viendo estos dos comportamientos de cargas, se puede apreciar que hay un rango en que ambos
biopolimeros se encuentran en una situacién de cargas opuestas (pH 3-4.7). En todo este rango, la
coacervaciéon ocurre de manera practicamente espontdnea pero la eficiencia es maxima en el pH
6ptimo que es el punto de maxima compensacién de carga, en este caso alrededor de pH 4. A nivel
macroscopico, esta separacion de fases se observa mediante un aumento de la turbidez causada por
la formacidn de coacervados, que no son solubles en el agua, y que es maxima en el punto de maxima
interaccion. No obstante, ademads del pH, otros factores también pueden afectar a la eficiencia de este

proceso.
»  Proporcidn entre polimeros

Dado que los coacervados generan opacidad en la suspension acuosa a causa de la dispersién de luz,
la eficiencia de su formacién se puede determinar mediante medidas de absorbancia por UV-VIS. Una
absorbancia mayor indica una mayor concentraciéon de coacervado, lo cual estd relacionado a una
mayor eficiencia de interaccién entre GEL y GA. Como se puede apreciar en el grafico de la Figura 5.7,

la relacion éptima para la generacion de coacervados es una proporcion 1:1 a pH=4.1.
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Figura 5.7. Efecto de la proporcion de los polimeros (GEL/GA) y del pH en la turbidez observada (Relacién de
polimeros A=1:2, 0 =1:1, 0 =2:1; A=600nm) [8] .

No obstante, y dado que el punto isoeléctrico varia segun el origen del polimero, estos valores son

orientativos, siendo recomendable realizar estos experimentos previos para cada caso particular.
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»  Interferencias de iones en la formacion de coacervados

Otro factor muy importante a tener en cuenta es la presencia de iones en agua ya que éstos pueden

interferir en las interacciones electroestaticas (débiles) entre polimeros.

Los iones pueden complejarse con los grupos funcionales cargados de los polimeros neutralizandolos
parcial o completamente. Los iones de sales en solucién son de un tamafio mucho menor que las
cadenas de polimero por lo que éstos pueden adentrarse facilmente en las estructuras poliméricas
(Figura 5.8). Se ha estudiado que la adicidn de iones, sobretodo sales (por ejemplo NaCl), han logrado
disminuir la turbidez de soluciones de coacervados de manera drastica segun se incrementa la

cantidad de sal afiadida [9].

Figura 5.8. Interferencia de los iones del cloruro sddico con las cargas de los biopolimeros en el coacervado evitando asi la

interaccion electroestdtica entre ambos [9].

En conclusidn, tras describir los detalles respecto al proceso de coacervacién y las diferentes variables
a tener en cuenta, queda patente que es un proceso muy sensible a las condiciones experimentales,
pero que si se cumplen determinados requisitos, se puede producir de manera satisfactoria la

separacion de fases (formacidn de coacervados) con una alta eficiencia.

A modo de resumen, los pardmetros mads relevantes a tener en cuenta para lograr una mayor

eficiencia en la generacién de coacervados son:

e Tipo de biopolimero, peso molecular y método de obtencion
e Concentracidn total de biopolimero

e Temperatura

e Fuerzaidnica del agua

e pH

e Proporcién de mezcla de los polimeros

e Densidad de cargas de los polimeros
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La técnica de encapsulacidn por coacervacidon compleja consta de una serie de etapas bien definidas.

Estas se muestran en el esquema de la Figura 5.9.

Figura 5.9. Etapas del proceso de encapsulacion por coacervacion compleja.

5.2.1. Disolucion de los polimeros

El primer paso de toda sintesis de capsulas con este sistema es la disolucién de ambos polimeros en
agua. Por supuesto, estos se deben preparar por separado ya que no pueden entrar en contacto hasta

el momento de la coacervacion.

Como la presencia de iones en solucién es contraproducente para el sistema, inicialmente se escogid
agua desionizada o MilliQ®, que esta exenta de iones, para todos los experimentos. De todas maneras,
dado que desde un punto de vista industrial esta agua tiene un tiempo de produccién y un coste

elevado, se verificé durante la tesis que con agua destilada el proceso ocurre con una eficiencia similar.

La gelatina (granulado blanquecino) en contacto con el agua se hidrata rapidamente. A pesar de este
efecto de hinchamiento (o ‘swelling’ en inglés), para disolverse se tiene que aplicar calor (>40°C)
mientras se agita la disolucidn correspondiente. A esta temperatura, las proteinas se desnaturalizany
las cadenas con sus respectivos grupos funcionales dejan de estar empaquetadas y se disuelven en el

medio.

La goma arabica, un polvo refinado con ligero olor a acido acético, se puede disolver a temperatura
ambiente en un amplio rango de concentraciones (hasta 45% en peso). El color obtenido en las

disoluciones es ligeramente amarillento debido a la presencia de taninos. Aunque se consigan
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disoluciones homogéneas a temperatura ambiente, antes de la preparacién de la emulsidon es
necesario calentar esta disolucidon para evitar gradientes de temperaturas al mezclarla con la de
gelatina (>50°C). Ademas, esto asegura la desnaturalizacién de los polisacaridos y proteinas que
pierden su empaguetamiento y exponen las cargas electroestaticas haciendo posible la interaccion de

las cadenas.

5.2.2. Emulsion

En esta etapa la fase dispersa (compuesta por un liquido no miscible en agua como aceite, fragancia,
mezclas, etc.) es emulsionada en una de las fases acuosas, concretamente en la de gelatina por su
mayor capacidad estabilizante, permitiendo evitar el uso de otros tensioactivos. De hecho, mas
adelante se mostrard como algunos tensioactivos idnicos, debido a su carga, interfieren con los

biopolimeros y afectan negativamente a la emulsion.

Para emulsionar la fase hidréfoba en agua es necesaria la aplicacion de energia, ya sea por agitacion
mecdanica, homogenizacion por cizalla o ultrasonidos. Cuanta mas energia, las gotas tienden a ser de
menor tamafio, llegando a un estado estacionario limitado por varios los factores de la mezcla
(viscosidad, naturaleza del nucleo, concentracion de polimeros...). Para la mayoria de las
emulsificaciones aceite en agua (O/W) se aplicé la homogenizacidn por cizalla, mediante el uso de un
homogenizador Ultra-Turrax® que permite lograr tamafios de gota mdas adecuados para el propdsito

del proyecto (<25 um) (Figura 5.10).

Figura 5.10. Ejemplo de emulsién O/W realizada en la disolucién de gelatina (Ultra-Turrax®T25, 5.000 rom) a

través de microscopio dptico.

Es importante tener en cuenta que en este caso la emulsion se realiza en caliente, para asegurar que
los polimeros permanezcan disueltos aunque por otro lado existe el riesgo de volatilizacién de algunos

componentes de las fragancias.
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5.2.3. Proceso de coacervacion

Una vez preparada la emulsidn a alta temperatura se procede a inducir la coacervacién. Paraello, la
solucidn acuosa de GA se afiade a la emulsién manteniendo la temperatura (50 °C) y se dejan mezclar
durante 5-15 min. Cuando todo esta homogeneizado, se ajusta hasta el pH éptimo. La formacion de
coacervados (GEL/GA) produce un aumento de la viscosidad debido a la mayor densidad de la nueva
fase. Sise observa esta nueva fase en movimiento (dentro de la fase acuosa) a través de microscopio
Optico se presenta como un material muy labil debido a su alto grado de hidratacion y su baja rigidez.
En la Figura 5.11 se muestran, por ejemplo, los coacervados formados en ausencia de una fase

dispersa, es decir, la simple mezcla de las soluciones de los biopolimeros.
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Figura 5.11. Imagen de microscopio dptico de los coacervados generados en medio acuoso (GEL/GA 1:1, conc = 1% en peso).

5.2.4. Gelificacion de la corteza

Los coacervados migran hacia la interfase de las gotas de fase aceite dispersas formando una
cobertura completa pero a su vez I3bil y permeable. Al detener la agitacidn, se observa en pocos
segundos coalescencia de las gotas y separacidn de fases a temperaturas superiores al proceso de
gelificacion (Figura 5.12.a.1, a.2), mientras que a temperaturas por debajo del punto de gelificacion

se obtiene una suspensién estable (Figura 5.12.b.1, b.2).
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Figura 5.12. a.1, a.2) Coalescencia de las gotas de aceite y los coacervados previa al proceso de gelificacion y
el aspecto microscdpico de la suspension; b.1, b.2) suspension estable de microcdpsulas tras el proceso de

gelificacion y aspecto microscopico de la misma.

Esto es debido a que la corteza s6lo mejora tras la gelificacion, obteniéndose una cobertura mas dura
y evitdndose la agregacion. En el proceso de gelificacion, la suspensidn se enfria lentamente hasta 20-
25°C. A esta temperatura, las cadenas proteicas se reestructuran y ordenan proporcionando un
caracter sélido al material. En general, se ha observado que para producir un mayor endurecimiento
de las cortezas es preferible alcanzar temperaturas cercanas a los 5°C. Por otro lado, dada la

hidrofilicidad de los polimeros, mucha agua queda atrapada en el polimero tras la gelificacién.
5.2.5. Endurecimiento del polimero de corteza

A pesar de que una primera corteza ya se genera mediante la gelificacion, es bien conocido que estas
capsulas tienen pobres propiedades mecdnicas ya que el agua atrapada en las cadenas poliméricas
actua de plastificante. Ademas, la falta de entrecruzamiento entre cadenas hace las cdpsulas mas
permeables lo que puede representar un problema para encapsular compuestos volatiles. Por otro
lado, estos materiales de corteza son sensibles al entorno como son pH muy acidos/bdésicos, presencia
de importante de sales, temperaturas altas, o sustancias idnicas, lo cual podria ser un problema al

introducir las capsulas en una formulacion de detergente o suavizante.

Por todo esto, en algunos casos es necesario realizar un tratamiento para endurecer la corteza
mediante entrecruzamiento o ‘cross-linking’. El ‘cross-linking’ es un proceso en el cual se induce la

unién entre cadenas de polimeros con la consecuente mejora de las propiedades mecanicas.
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La presencia de muchos grupos funcionales provenientes de las proteinas y polisacaridos (aminas,
carboxilos o hidroxilos) permite realizar entrecruzamiento entre las cadenas de los biopolimeros. Para
esto es necesario el uso de un agente de entrecruzamiento que actie con mecanismos distintos segln
la funcionalidad quimica que tengan. Todos ellos deben tener 2 o mas funcionalidades reactivas para
garantizar la conexién entre dos o mas cadenas poliméricas. Los agentes mas utilizados para el caso

de este tipo de biopolimeros son:
» Glutaraldehido (1,4-pentadional)

La presencia de dos grupos aldehidos hace que esta molécula sea muy reactiva frente a los nucledfilos
como los grupos amina e hidroxilo presentes en la goma ardbica y la gelatina. Por otro lado, la
bifuncionalidad permite enlazar 2 especies reactivas presentes en la misma o en diferentes cadenas

poliméricas, garantizando el entrecruzamiento.

El glutaraldehido reacciona mediante la formacién de enlaces covalentes entre los aldehidos y las
aminas dando lugar a bases de Schiff y reacciones de Michael. En la Figura 5.13 se muestran diferentes

tipos de reacciones que pueden ocurrir entre los grupos amina del colageno y el glutaraldehido
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Figura 5.13. Ejemplo de reacciones de las aminas del coldgeno con glutaraldehido [10].

El principal inconveniente del uso del glutaraldehido para en el entrecruzamiento es su toxicidad. Por
esta razdn a lo largo de este proyecto se ha intentado evitar el uso de este agente y se ha explorado

procesos de entrecruzamiento por otras vias con agentes no téxicos.
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» Transglutaminasa (TGasa)

La transglutaminasa es una enzima (proteina) con la capacidad de generar enlaces covalentes entre

dos aminas terminales dando lugar a enlaces peptidicos (Figura 5.14).

Transglutaminase
(TGase)

NHz
s
o= 2
s Gpannn

wnnne Glnsannans
Figura 5.14. Enlace peptidico generado mediante transglutaminasa [11].

Este es un ejemplo de un compuesto nada téxico y que de hecho, su variante comercial se usa en la
industria carnica como pegamento entre piezas de carne. Lamentablemente, en su forma pura es un

producto de un alto precio y se descartd su empleo para este proyecto.
» Compuestos polifendlicos

Entre los varios compuestos disponibles de esta familia se encuentra el 4cido tanico, una molécula de
morfologia dendritica compuesta por una unidad de glucosa central y ramificada con polifenoles
(Figura 5.15). Este se encuentra en las cortezas de los drboles, el café o en la uva y uno de sus usos es
para el curtido de pieles, donde los grupos hidroxilos terminales del acido reaccionan con las aminas

libres de las pieles a tratar.
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Figura 5.15. Estructura quimica del dcido tanico.
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Dependiendo del pH en el que se realice la reaccidn de entrecruzamiento, las interacciones del acido
tdnico con las proteinas seran diferentes. A un pH dcido lo que se produce es una interaccién basada
en puentes de hidrégeno, mientras que si se trabaja en medio basico, el acido tdnico produce quinonas

gue pueden condensar entre ellas o con aminas de las proteinas [12].
» Tripolifosfato de Sodio (NaTPP)

El tripolifosfato de sodio (NaTPP) es una sal penta-anidnica que genera entrecruzamiento de tipo
ionico (Figura 5.16.a). Las tres unidades de fosfatos forman interacciones electroestdticas con las

aminas protonadas, sobretodo terminales.
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Figura 5.16. a) Estructura molécular del tripolifosfato de sodio (NATPP); b) reaccion de entrecruzamiento ionico entre los

grupos amina cargados y el tripolifosfato de sodio [13].

Este tipo de entrecruzamiento es muy comun en los procesos de endurecimiento del quitosano. Cada
unidad de monosacdarido del quitosano contiene una amina que en medio 4cido se encuentra
protonada vy, por lo tanto, interacciona con el NaTPP (Figura 5.16.b). Ademds, NaTPP es un producto

altamente disponible en el mercado, siendo la detergencia y la cosmética el mercado de mas uso.
» Genipina

La genipina es una aglicona presente en el extracto de la gardenia y que recientemente ya se puede
producir mediante bioreactores o de manera sintética (Figura 5.17.a). Es un compuesto con baja
toxicidad y ademas es un excelente endurecedor de cadenas proteicas, del colageno o el quitosano

entre otros. La actividad de la genipina se lleva a cabo usualmente en medio bdsico en una reaccion
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parecida a la del glutaraldehido pero con la diferencia que la toxicidad es practicamente nula (Figura
5.17.b). Este tipo de entrecruzamiento también se valoré como una opcidn interesante, pero debido

al alto precio de la genipina, se descartd por el momento.
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Figura 5.17. a) Estructura molécular de la genipina; b) reaccion de entrecruzamiento covalente grupos

amino y la genipina [13].
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El primer sistema a encapsular mediante coacervacién compleja fue el Miglyol®812, siguiendo la
metodologia establecida para las anteriores técnicas (apartado 1.6). La coacervacién compleja es una
técnica muy utilizada en encapsulacion de aceites de diferente naturaleza por lo que el uso del Miglyol

no deberia presentar incompatibilidad. Ademas, las previas caracterizaciones de este aceite

facilitarian la determinacion de los parametros cuantitativos con mayor precisién.

5.3.1. Optimizacion de las condiciones para encapsulacion de Miglyol

Como bien se explicd en el apartado anterior, la sintesis consta de varia etapas donde suceden
cambios en las propiedades fisico-quimicas. Esto, unido a los distintos materiales y las distintas
cantidades/proporciones a utilizar arroja una gran combinacion de condiciones para la encapsulacion.

A continuacion en la Tabla 5.2 se muestran todas las variables y los rangos de trabajo en los que se

realizaron encapsulaciones de Miglyol para su optimizacién.

Variable

Rangos de valores escala laboratorio (50 g)

Solucion gelatina (GELsol)

25 g (0.25-1%p/p) Milli Q

Tipos de gelatina

Gelatina A y B y diferentes grados de Bloom

Cantidad de gelatina (GEL)

0.1-0.25g

Solucion goma arabica (GAsoi)

25 g (0.25 - 1%p/p) MilliQ®

Cantidad de goma arabica (GA)

0.1-0.25g

Tensioactivo afadido

Tween®80/PVA/CTAB/SDS

Temperatura

50°C

pH

4- 6 (ajustado con acido acético 10%p/p)

Cantidad de Miglyol

05-2¢g

Método emulsificacidon

3.000 rpm - 8.000
(Ultra-Turrax® T25)

Tiempo de emulsidn

5-15 min

Tiempo de coacervacién

5-15 min

Velocidad y rangos de

enfriamiento

50 -25°C, 30 - 75 min
25-5°C, 30 - 75 min

Agitacion mecdnica

300 - 1500 rpm

Tabla 5.2. Rangos de trabajo en las sintesis iniciales de cdpsulas de Miglyol por coacervacion compleja.
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Como se puede apreciar se realizaron muchas variaciones no solamente en parametros fisicos
(temperatura, agitacion, tiempo...) sind también en la cantidad de reactivos y la relacidn entre ellos.
Los Unicos parametros que se mantuvieron constantes fueron la relacion entre biopolimeros (GE/GA=
1:1), la temperatura de coacervacion (50 °C) y la temperatura minima de gelificacion (5 °C). A
continuacién se muestran las modificaciones mas relevantes para el proceso de encapsulacién y su

efecto sobre el producto final obtenido:
5.3.1.1. Efecto de la agitacion/emulsion sobre la estructura de la microcdpsula

El primer pardametro que se muestra es el efecto de la agitacién (distintos métodos y distintas
velocidades) ya que esta estrechamente ligado a la morfologia de las microcapsulas obtenidas, y por
lo tanto afecta a la cantidad de fragancia que se podra encapsular. Ademas, ligeros cambios en esta

variable fueron mas evidentes en el resultado final en comparacién con otros.

Para la mayoria de los experimentos a pequefia escala, se dispuso de un sistema de agitacién
magnética con control de temperatura y el acoplamiento de un homogenizador Ultra-Turrax®T25

(Figura 5.18)

Figura. 5.18. Ejemplo de montaje destinado a la sintesis de cdpsulas de coacervacion a escala laboratorio. (1)
Homogenizador Ultra-Turrax®T25; (2) Bafio de agua para control de temperatura; (3) Agitador magnético con control de

temperatura; (4) Vaso de 100 mL para la sintesis de cdpsulas por coacervacion compleja provisto de imdn agitador.

El seguimiento de las capsulas obtenidas se realizd siempre con microscopia 6ptica y electrdnica para
determinar la morfologia asi como también el seguimiento de todas las etapas previas en la sintesis.

Para diferenciar bien las fases por microscopia dptica se afiadié (sobretodo en las sintesis iniciales) un
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agente de contraste coloreado al aceite (Dispersed Red ® o DR-13, un colorante comercial rojo
perfectamente soluble en esta fase). En la Figura 5.19 se muestra a una imagen de microscopio éptico
de microcapsulas de Miglyol donde las gotas con el colorante se encuentran atrapadas por una corteza

transparente y bien definida.

Figura 5.19. Imagen de microscopio dptico de cdpsulas de Miglyol con DR-13 como colorante.

El recubrimiento de las gotas presenta un aspecto igual de transparente que el fondo de la imagen
(medio acuoso). Ademads, se observan distintos tipos de morfologias obtenidas (A, B, C). Estas
estructuras, manteniendo constantes las demas variables, se encuentran relacionadas directamente
con el sistema de agitacion y emulficacién aplicado. A continuacidn se detalla las caracteristicas de

estos tipos de morfologia y como se encuentran relacionados con el sistema de agitacién/emulsidn.
(A) Cépsulas mononucleares con una alta carga

Se consideraron capsulas mononucleares aquellas que contuvieran una gota de aceite que ocupara la
parte central de la estructura y en una proporcién en volumen mucho mayor que la corteza. En la
mayoria de los casos dificilmente se pudo obtener una sola gota aislada encapsulada, sino que
también se observé la adhesion de pequerias gotas de aceite en los extremos de la capsula (Figura

5.20.a)

Figura 5.20. a) Imagen de microscopio dptico de una cdpsula mononuclear; b) Imagen SEM de una cdpsula

mononuclear abierta tras su liofilizacion.
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En este tipo de cépsulas el aceite encapsulado puede ocupar hasta un 90% del diametro de la capsula,
pudiéndose comprobar claramente a través de microcopia electrénica de barrido (SEM) la fina corteza
y el interior de la cdpsula (Figura 5.20.b). Este tipo de capsulas es el que asegura el maximo contenido

de aceite encapsulado y es el de mayor interés para la encapsulacién de fragancias.

La obtencion de este tipo de microestructuras se dio principalmente cuando la emulsidn se realizé a
la minima potencia del homogenizador (3.000 rpm) y los tamafios de gota se encontraban por encima

de 50 um.

Las variaciones en la agitacion mecanica también mostraron un ligero cambio en la morfologia de
estas microcdpsulas. A bajas revoluciones (300-400 rpm) la morfologia de las microcdpsulas era
esférica (Figura 5.21.a), en cambio a velocidades de agitacion mayores (750 rpm) las cdpsulas
presentaron una forma alargada de tipo de ovalada (Figura 5.21.b). La hipdtesis de esta morfologia
gue se planted fue que al tratarse de un polimero labil éste se estira alrededor de la gota con la fuerza
de agitacion. Llegado el momento de la gelificaciéon (<25 °C) el polimero pasa de ser labil a sdlido,

adoptando estas formas alargadas.

(%0 U

Figura 5.21.a) Imagen de microscopio dptico de cdpsulas monucleares con forma esférica al aplicar 300 rpm
en la agitacion magnética durante la gelificacion b) imagen de microscépio dptico de cdpsulas

mononucleares con forma esférica al aplicar 750 rom durante la gelificacion.

Esta morfologia ovalada no afectd a la correcta encapsulacion del Miglyol y de hecho, las capsulas
mostraban una homogeneidad mayor en los tamafios cuando se trabajé a 750 rpm, posiblemente

porque en estas condiciones se evitd la agregacién entre cdpsulas cuando aun el polimero era labil.
(B) Céapsulas multinucleares con alta carga

Se consideraron capsulas multinucleares aquellas en que el conjunto de gotas de aceite
independientes fueron atrapadas por el material de corteza. Este tipo de estructuras se diferencian

de un agregado de cépsulas porqué hay una Unica corteza que atrapa las diferentes gotas (Figura 5.22)
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Figura 5.22. Representacion grdfica de los dos tipos de estructuras obtenidos en la encapsulacion de Miglyol

por coacervacion compleja.

La generacion de este tipo de estructuras es muy comun en sintesis de capsulas por coacervacion [13-
16] y depende sobretodo de la velocidad emulsificacion. En los casos donde la velocidad de
emulsificacion superé las 5.000 rpm la estructura multinuclear era la mds comun. En la mayoria de los
casos a través de microscopico éptico fue dificil distinguir bien la estructura interna de las capsulas
debido a la superposicidon de gotas. En cambio, mediante SEM se pudieron apreciar las cavidades

formadas por distintas gotas independientes de aceite (Figura 5.23).

Figura 5.23. a) Imagen de dptico de cdpsulas multinucleares (emulsion a 5.000 rom; b) Imagen SEM

mostrando las cavidades donde se localizan las gotas de aceite en cdpsulas liofilizadas

Se realizaron distintas sintesis para determinar el tipo de morfologia multinuclear obtenida segun se
variaban las velocidades de emulsificacion y agitacién. A diferencia de las capsulas mononucleares,
donde la morfologia se veia alterada por una elongacidn de la corteza en una direccidn, en las capsulas
multinucleares se obtuvieron morfologias mas irregulares como se muestra en la Figura 5.24. En estas

sintesis se lograron gotas de tamafio reducido (5-15 um) al aplicar una velocidad de emulsificacion de
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10.000 rpm pero que finalmente conformaron unas estructuras mucho mayores (100-200 pum).
Dependiendo de la velocidad de agitacidon aplicada durante todo el proceso de gelificacion, se
obtuvieron cambios en la morfologia, siendo esféricas a bajas revoluciones e irregulares a altas

revoluciones.

Figura 5.24. Imagen de microscopio dptico de cdpsulas multinucleares de Miglyol obtenidas a diferentes velocidades de

agitacion. a) Sintesis a 300 rpom; b) Sintesis a 900 rpom

El interés principal sobre este tipo de microestructura fue la posibilidad de ofrecer una liberacion
gradual de las fragancias por la independencia de cada reservorio, lo que incrementaria la vida util de
la microcapsula. No obstante, esta posible investigacidn se realizaria tras la obtencién de capsulas

mononucleares con una alta carga util de fragancia.
(C) Capsulas mono-/multinucleares con poca carga

Este tipo de cdpsulas se obtuvo principalmente cuando el material de corteza se encontraba en una
proporcién mucho mayor que el nicleo a encapsular. La cantidad de gotas atrapadas es muy baja y

suelen ser de tamafio muy reducido.

Este tipo de estructuras se obtuvieron en los primeros ensayos realizados, donde se usaron
concentraciones de biopolimeros superiores al aceite (polimero/aceite=2:1). Las muestras liofilizadas
y fragmentadas mostraron unas capsulas con pequefias cavidades correspondientes al aceite atrapado
(Figura 5.25). Este tipo de cdpsulas no aportaban ningln valor anadido a las microcdpsulas ya que
estaban constituidas mayoritariamente por polimero y la carga util de fragancia encapsulada seria

minima
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Figura 5.25. Imagen SEM de cdpsulas multinucleares liofilizadas con bajo contenido de aceite

Por otro lado, teniendo en cuenta que este es un proceso que pretende ser escalable a nivel industrial,
se comprobaron diferentes condiciones para simplificar lo maximo posible el proceso de
encapsulacién. Una de las etapas que requiere una pequeiia parada es cuando se retira el sistema de
agitacién magnético para iniciar la emulsificacién y posteriormente se vuelve a realizar el intercambio.

Algunas de las opciones planteadas y que se probaron son:

» Uso de Ultra-Turrax® para todas las etapas de la sintesis (emulsificacidn y agitacion)
Desafortunadamente con este método no se consiguieron microcapsulas. La hipdtesis mas
probable es que las turbulencias provocadas por el homogeneizador destruyeran los coacervados

durante la gelificacion.

» Uso de agitacion mecanica para todo el proceso de sintesis (emulsificacion y agitacion)

En este caso se obtuvieron microcdpsulas pero presentaban una gran polidispersidon de tamafos
(10 — 200 um) y las dimensiones fueron mucho mayores que en los anteriores experimentos
(Figura 5.26). La ausencia de tensioactivos dificulta la estabilizacién de las gotas generadas y la

agitacién mecanica es incapaz de lograr emulsiones homogéneas.

Figura 5.26. Imagen de microscopio optico de cdpsulas obtenidas usando un sistema de agitacion magnético

para la emulsificaciéon y la agitacion.
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Tras este estudio se concluyd que las mejores condiciones para la obtencidon de cépsulas con

caracteristicas de interés para el proyecto (mononucleares y con baja polidispersién) eran:
e Velocidad y sistema para la emulsificacién: 3.000 rpm (Ultra-Turrax®T25).
e Velocidad y sistema para la agitacion: 750 rpm (agitacién magnética).
5.3.1.2. Tiempos necesarios para las etapas de encapsulacion

De igual manera que sucede para la encapsulacion por polimerizacién in-situ, en la sintesis de
microcdpsulas por coacervacion compleja, se requiere una serie de etapas que consumen periodos
largos de tiempo mientras se trabaja a 50 °C. Esto afecta directamente a la volatilidad de la fragancia
gue se quiera encapsular por lo que se realizé un estudio para determinar si estos tiempos se podian

reducir.
»  Tiempos de emulsificacion

Se buscé el tiemplo minimo para la obtencidon de una emulsidon estable en la sintesis. Se
considerd oportuno esta optimizacién para evitar evaporacién de los componentes mas

volatiles cuando se aplica la energia del homogenizador.
> Tiempos minimos para las etapas de coacervacion y gelificacion

También se explord la posibilidad de recortar los tiempos de coacervacion y la posterior

gelificacion de la corteza.

De este estudio se pudieron obtener capsulas en tiempos mas cortos sin que esto afectara a la

estructura de la capsula. El resultado de esta reduccién de tiempos fue:

e Tiempo de emulsificacién: 5 min.
e Tiempo de coacervacion y gelificacién: 15 min.

e Tiempos de gelificacién: 30 min (50 °C a 25 °C) + 30 min (25 °C a 5°C).

5.3.1.3. Seleccion del tipo de gelatina para la encapsulacion

Se realizaron sintesis con distintos tipos de gelatinas lograndose la encapsulacién en todos los casos

(Figura 5.27).
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Figura 5.37. Imdgenes de microscopio dptico de cdpsulas de Miglyol con: a) gelatina B; b) gelatina A bloom 225; c) gelatina

A bloom 300.
Finalmente se optd por:
e Gelatina de tipo A (Bloom 300).

Esta seleccion se realizd por las mejores propiedades mecdanicas que deberia ofrecer este tipo de

gelatina y por el menor punto isoeléctrico (no requiere demasiado descenso de pH).

5.3.1.4. Ajuste del pH dptimo para la coacervacion

Tras la eleccion de la gelatina adecuada para la encapsulacién también se tuvo que determinar el valor

de pH éptimo para la coacervacion. Para ello, se realizd un estudio de turbidez por espectroscopia UV-

VIS (Figura 5.28).
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Figura 5.28. Absorbancia de un sistema Gelso:: GAso1 (1% ambas soluciones) respecto al pH para la determinacion del

pH dptimo para la coacervacion. A=600 nm.

El pH éptimo para la generacidon de coacervatos en una relacion GEL/GA 1:1 y concentracidn de

biopolimeros de 1%:

e pH=4.21 (relacidon GEL/GA= 1:1, concentracion de biopolimeros de 1% p/p).
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5.3.1.5. Orden de los reactivos y etapas de sintesis

Se realizaron distintas modificaciones en el orden de adicién de biopolimeros, acidificacidon, emulsion,
etc. Estas modificaciones demostraron que la eficiencia del proceso puede verse altamente afectada

como por ejemplo se muestra en la Figura 5.29.
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Figura 5.29. Imagen de microscopio dptico de una encapsulacion de Miglyol fallida tras alterar el orden de

reactivos. Se observa como los coacervados no se depositan correctamente sobre las gotas de aceite.

Las mejores condiciones para la encapsulacidon de Miglyol descritas por orden de ejecucidn fueron
las siguientes:

e Emulsién realizada en la solucidn de gelatina.

e Adicidn de la solucidon de goma arabica sobre la emulsién.

e Acidificacién hasta pH optimo.

5.3.1.6. Uso de tencioactivos

Como bien se expuso en la introduccidn, el sistema gelatina y goma ardbica permite la encapsulacion
sin necesidad de usar tensioactivos por el caracter estabilizador de los propios biopolimeros. No
obstante, con el objetivo de obtener capsulas mds pequefias sin incrementar la velocidad de

emulsificacion se propuso el uso de tensioactivos.

Lamentablemente algunos de estos estabilizantes y tensioactivos usados no ayudaron a mejorar la
encapsulacién y en muchos casos fue totalmente contraproducente. El uso de tensioactivos de tipo
Tween® y estabilizantes como el PVA de diferentes grados de hidrdélisis, inhiben la formacion de las
microcdpsulas debido a las interacciones generadas entre los grupos hidroxilo libres y los grupos
funcionales de los biopolimeros mediante puentes de hidrégeno, los cuales impiden la correcta

formacion de coacervados y su posterior deposicidn sobre las gotas (Figura 5.30).
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Unicamente usando pequefias cantidades de dodecilsulfato de sodio (SDS, 0.5%p/p) se pudo
conseguir la formacidon de capsulas, aunque el resultado final fue la obtencion de céapsulas
multinucleares. A concentraciones mayores de SDS la presencia de cargas negativas procedentes del

tensioactivo disminuye la fuerte interaccidn entre los biopolimeros inhibiendo la formacion de

coacervados y favoreciendo la solubilizacién de los polimeros.
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Figura 5.31. Imdgenes de dptico de una encapsulacion con: a) SDS 1 %, b) PVA 20-98 1%.

La decision final para la encapsulacion de cdpsulas de aceite finalmente fue:

5.3.2. Sintesis optimizada para la encapsulacion de Miglyol y caracterizacion morfoldgica

e No usar ningun tipo de tensioactivo.

Condiciones

Valores escala laboratorio (50 g)

Solucidn gelatina (GELsol)

25 g (1%p/p) MilliQ®

Cantidad de gelatina (GEL)

0.25g

Solucién goma arabica (GAsol)

25 g (1%p/p) MilliQ®

Cantidad de goma arabica (GA) 0.25g
Temperatura 50°C
pH 4.21 (ajustado con acido acético 10%p/p)
Cantidad de Miglyol 1 g Miglyol®812 + DR-13

Emulsificacion

3.000 rpm (Ultra-Turrax® T25)

Enfriamiento

50 - 25°C, 30 min / 25 - 5°C, 30 min

Tiempo de emulsidn

5 min

Agitacion mecdnica

750 rpm
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Todas las modificaciones realizadas en las sintesis iniciales de capsulas de Miglyol sirvieron para fijar
unas condiciones que servirian posteriormente para la encapsulacién de fragancias simples (Tabla
5.3). El producto de esta sintesis fue la obtencidn de microcdpsulas mayoritareamente mononucleares
de un tamafio aproximado de 50 um. El aspecto de la suspensién a través de microscopio electrénico

se muestra en la Figura 5.32.
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Figura 5.32. Imagen de microscopio optico de la sintesis optimizada de cdpsulas con Miglyol.

Cuando las suspensiones se dejaron reposar, se observd una separacion de las capsulas. Una parte de
las microcapsulas flotd hacia la parte superior de la suspensién mientras que otras sedimentaron en
el fondo. Este efecto estd directamente relacionado con la diferencia de densidad entre las cdpsulas
(compuestas por polimero y aceite) y el agua. A pesar de que las capsulas contienen un aceite con una
densidad menor que el agua (d=0.940 mg/mL), la suma total de todos los componentes, da como
resultado un valor parecido (d=1) o mayor (d>1) dando lugar a una sedimentacion o flotacién en la

parte intermedia (Figura 5.33).

Cdpsulas con
alta carga de

@ O O Miglyol
O % @ - Densidad
(®

@ + Densidad
° @ Cdpsulas con
G o @ baja carga

de Miglyol

Figura 5.33. Representacion grdfica del movimiento de las cdpsulas de Miglyol en suspensién con el tiempo.
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Por ultimo, mediante la microscopia electrénica se obtuvo una informacidon complementaria a la

morfologia de las microcapsulas. En las imagenes obtenidas a bajos aumentos (Figura 5.34.a), las
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microcapsulas aparecen fusionadas entre ellas. Una vista cercana de las capsulas secas (Figura 5.34.b)
revela que no tienen la forma esférica que se intuye en el microscopio dptico sino que aparecen
aplastadas contra el portamuestras y ademas se aprecia ligeramente donde se encuentran separadas.
Otro detalle apreciable es la presencia de poros en la superficie, generados probablemente por la gran

cantidad de agua almacenada en la corteza y que se evapora por el vacio de la camara de SEM.

Figura 5.34. Imagen SEM de cdpsulas GE/GA de Miglyol; a) aspecto de las cdpsulas a bajos aumentos; b)

detalle de dos cdpsulas tras el secado al aire; c) representacion grdfica mostrando la posicion de las gotas, el

material de corteza y la separacion entre las cdpsulas.

Por ultimo, también se detectd la presencia de material no estructurado proveniente del polimero
disuelto en la fase acuosa como se observa en la Figura 5.34.b. Esto indica que parte del polimero no
ha interaccionado para formar coacervados y por lo tanto la eficiencia es menor de la potencial. Por
este motivo se quiso establecer un protocolo de lavado de capsulas para arrastrar el exceso disuelto

en la fase acuosa.
5.3.3. Purificacion de las microcapsulas

Aunque la presencia de los polimeros no estructurados en la suspension de cdpsulas no supondria un
problema de toxicidad, su presencia afecta a la determinacién cuantitativa del rendimiento de
encapsulacién y la carga util. Esto ayudaria ademads a obtener mejores caracterizaciones morfolégicas
y determinaciones mds precisas de cantidad de aceite encapsulado. Por lo tanto, se valoraron

diferentes tipos de protocolos para el lavado de capsulas.
»  Centrifugacion

Se intenté separar las capsulas del resto de agua usando diferentes velocidades y tiempos de
centrifugacidon pero las cdpsulas se agregaron y se repartieron por distintas partes del tubo de
centrifuga, no lograndose una separacién efectiva. La centrifugacion, ademas, indujo la ruptura de las
capsulas mas grandes probablemente debido a la presion a la cual estuvieron sometidas. Por esto, se

descarté el uso de la centrifugacidn para la separacion de este tipo de capsulas.
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> Filtracion

En varios articulos publicados sobre coacervaciéon compleja uno de los métodos usados para limpiar
las capsulas es la filtracion por succion con la ayuda de un disolvente desecante [16-17]. El disolvente
mas usado para este propodsito suele ser isopropanol o etanol absoluto (100% etanol) por la capacidad
gue tiene de extraer el agua presente en la corteza. Desafortunadamente, a la practica este método
dio muchos problemas desde el principio. El principal inconveniente observado al realizar la filtracion
fue la obturacion de los poros del filtro a causa del aplastamiento de las propias capsulas contra el
papel filtrante (Figura 5.34) e hizo que las filtraciones se alargaran durante demasiadas horas (>3h).
Ademas, la presidon generada por las capsulas depositadas en el papel y el uso de la espatula para
quitarlas, produjo la ruptura de mdas cdpsulas. Esto se pudo constatar con la presencia de liquido
coloreado en el filtrado, indicacion que algunas capsulas habian perdido el nucleo de aceite y

posteriormente por SEM.
»  Decantacion con agua destilada

La decantacién consiste en la separacion de las capsulas ya sea por flotacién o por sedimentacion.
Teniendo en cuenta la diferencia de densidad entre el agua y las cdpsulas, la decantacién permitiria

una separacion rapida.

Para la decantacién se usé agua destilada para la eliminacion del exceso de polimero. Ademas, la
extraccién con el doble de volumen en agua que el crudo de reaccidn inicial permite neutralizar el pH.
El proceso de separacién durd unos 30 minutos aproximadamente. Para acelerar el proceso se aplicd
el método previamente validado para cédpsulas de poliamida: decantacion mediante adicion de sales
(mas detalles en el Capitulo 4). No obstante esto tuvo un efecto contraproducente en las capsulas por
la gran fuerza idnica generada y los consiguientes fendmenos de agregacion inducidos. Por este
motivo, finalmente las decantaciones se realizaron Unicamente con el uso de agua destilada.
Afortunadamente la separacidén se produjo en pocos minutos, ya fuera obteniendo capsulas en la

parte superior por flotacién, o en la parte inferior por sedimentacion.

Para comprobar la extraccién de polimeros de la suspension, se extrajo una porcién de agua de los
lavados y se dejd secar en el horno en una placa Petri de vidrio. Al dia siguiente se observd la formacion
de una pelicula o film como consecuencia de la presencia de los biopolimeros sobrantes. Ademas, las
capsulas recogidas tras la decantacidn aparecieron mucho mas limpias en el andlisis por SEM (Figura
5.35). Por lo tanto, tras los resultados obtenidos se decidid que las muestras a partir de ahora se

lavarian mediante esta ultima estrategia.
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Figura 5.35. Imagen SEM de las cdpsulas de Miglyol tras un lavado con agua destilada.

5.3.4. Aislamiento de las microcapsulas

Para la determinacidn cuantitativa por *H-RMN era necesario eliminar el agua de las muestras para
gue ésta no interfiriera en la determinacion del aceite. Ademas, la gran cantidad de agua atrapada en
el material de corteza incrementa el peso de la capsula, hecho que dificulta la determinacion real en
peso del nucleo. Tras haber limpiado las cdpsulas de posibles restos de material se investigaron

métodos para el aislamiento de las mismas.
»  Spray-drying

En la técnica de ‘spray-drying’ o atomizacién, una suspensidon de capsulas se seca en continuo
mediante una pulverizacién de la suspension a través de una cdmara de aire caliente (para mas detalle

ver Figura 1.12). El producto resultante debe ser el de un polvo de microcdpsulas.

Se realizaron una serie de pruebas modificando algunos pardmetros experimentales del aparato como
la temperatura de entrada, la velocidad de entrada de liquido y la presion de aire en el pulverizado.
Los resultados obtenidos no fueron positivos ya que en los tres ensayos que se realizaron las capsulas
se rompieron como se pudo observar por SEM (Figura 5.36) y por la presencia de aceite en el colector

y el ciclén.

Figura 5.36. Imdgenes SEM de muestras secadas por spray-dryer.
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»  Liofilizacion

Para los primeros procesos de liofilizacidn se escogieron cdpsulas con contenido aceite y colorantes
para detectar posibles escapes del aceite. Tras recoger tanto las partes superiores e inferiores lavadas,
se afiadieron a un Falcon™ para su congelacién. Para la congelacidn de las muestras se disponia de

diferentes opciones:

(A) Congelacién con nitrégeno liquido: -196 °C (1-2 minutos).
(B) Ultra congelacién: -88 °C (10-15 min, utilizada en capsulas de PA y MF).

(C) Congelaciéon comun: -20 °C.

Para este tipo de microcdpsulas se contemplé realizar la congelacién mediante los tres métodos de
congelacién mencionados para conocer el efecto sobre las capsulas. La congelacién mas rapida se
realiza mediante el uso de nitrégeno liquido aunque este proceso podria quebrar quebrar el polimero
altamente hidratado. La ultracongelacién es menos rdpida pero menos agresiva para las cédpsulas. Por
ultimo la congelacién mas lenta es la congelacién comun. Para los primeros experimentos se decidio

por optar por la opcién intermedia, mediante ultracongelacién a -88°C.

Las muestras congeladas se liofilizaron posteriormente durante 48h para asegurar la completa
sublimacién de agua. Afortunadamente, el proceso de liofilizacién resulté ser menos agresivo que el

spray-drying para el aislamiento y posterior secado de estas capsulas.

A nivel macroscépico el material liofilizado recogido aparecié como un fino polvo, y en el caso de las
capsulas rellenas con aceite y DR-13, aparecian como un polvo rojizo. Las cdpsulas liofilizadas
observadas a través de microscopio éptico presentaron un mayor contraste respecto a las capsulas
hidratadas debido a la pérdida de agua y al cambio del indice de refraccidon del material de corteza
(Figura 5.37.b). Para comprobar que el aceite se encontraba en el interior y no adsorbido, las capsulas
se rehidrataron. El aspecto de estas cdpsulas rehidratadas confirmé la presencia del aceite coloreado
en el interior, ademas de confirmar una buena redispersabilidad en agua. Esta hidratacién en algunos
casos resulta ser algo agresiva para la corteza y se observa en forma de deformacién o ruptura parcial
de la capula. No obstante, este efecto fue minoritario y en la mayoria de los casos el aceite permanecié

en el interior (Figura 5.37.c).
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Figura 5.37. a) Aspecto macroscépico de cdpsulas liofilizadas de Miglyol + DR13 en un tubo Falcon®; b) Imagen de

microscopio dptico de cdpsulas liofilizadas de Miglyol+DR-13; c) aspecto de las mismas tras su hidratacion.

Cuando las capsulas liofilizadas se observaron por SEM, presentaron un aspecto distinto respecto a las
gue previamente se analizaron directamente de la suspensién secada al aire. Aunque algunas
estuvieran unidas entre si, se podian distinguir las capsulas individualmente. Ademas, las capsulas no
colapsaron contra el portamuestras sino que mantuvieron una estructura rigida y su corteza era lisa,
sin observarse las cavidades ocasionadas por la evaporacion de agua. El aumento de la rigidez fue
atribuido a la ausencia total de agua en la corteza deshidratada completamente durante la liofilizacidn.
En las muestras preparadas a partir de la suspensién, en cambio, el agua atrapada en los polimeros
actua de plastificante, reblandeciendo el polimero y disminuyendo la rigidez de la corteza que por su

peso tiende a aplastarse durante el secado.

Para comprobar la estructura nucleo-corteza se indujo la ruptura mecanica de las capsulas recogidas
rascando algunas regiones de la muestra. La visualizacion por SEM corroboré este tipo de estructura,

pudiéndose observar claramente una corteza y una cavidad interior (Figura 5.38.b).

Figura 5.38. Imdgenes SEM de: a) Polvo liofilizado de cdpsulas de Miglyol + DR13; b) capsula rota de

estructura mononuclear donde se ve la cavidad interior.

La liofilizacién, ademas, resulté ser muy util para la preservacion de las muestras. En las suspensiones
de capsulas de aceite después de 2-3 semanas empezaron a generarse microorganismos. Al tratarse

de materiales biodegradables (carbohidratos y proteinas) las bacterias/hongos que pueden

150



Encapsulacion por Coacervacion Compleja

alimentarse de estos sustratos se multiplican dando lugar a colonias. Las suspensiones almacenadas
en la nevera permanecieron estables por algo mas de tiempo (hasta 2 meses), pero si no se elimina el
agua o se aflade un preservante, la corteza acababa por degradarse emitiendo ademas olores
desagradables (Figura 5.40). Aunque en este estadio de la investigacion no interesaba, esta

observacién demostraba la biodegradabilidad de la corteza de las cdpsulas suspendidas en agua.

Figura 5.40. Ejemplo de muestra degradada por el crecimiento de microorganismos en una suspension

cdpsulas de Miglyol+DR13 tras pocas semanas de la sintesis.

Con las capsulas lavadas y liofilizadas es posible validar cuantitativamente el proceso de encapsulacion
mediante el cdlculo de la carga util y la eficiencia de encapsulacion. Se puede resumir
esquematicamente las diferentes fases de sintesis, purificacion, asilamiento y caracterizacion de la

siguiente forma (Figura 5.41).

Sintesis
Polvo de
capsulas
Aislamiento
(liofilizacion)
Crudo de
reaccion
2x 200 mL agua
destilada) Lavado

(decantacion)

Restos de polimeroy

dcido Caracterizacion

Suspension de -

capsulas limpias

Figura 5.41. Esquema del proceso de lavado y aislado de las cdpsulas.
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5.3.5. Determinacion de la cantidad de aceite en las capsulas

Tras la caracterizacion morfolédgica de las capsulas (SEM y OM) que permite averiguar el éxito de la

formacion de las cdpsulas y su estructura interna, se determind la carga util y el rendimiento de

encapsulacién (como se describe en 1.5.2. Pardmetros cuantitativos)

5.3.5.1. Método de ruptura y extraccion del aceite liberado

Para esta determinacion fue necesario inducir la ruptura de las capsulas y extraer el aceite

encapsulado con un disolvente orgdnico. Para la determinacién de cantidad de nucleo con este tipo

de capsulas se plantearon dos estrategias distintas (Figura 5.42):
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» Método indirecto:

Consiste en romper una cantidad de microcapsulas liofilizadas suspendiéndolas en un
disolvente organico bajo agitacién vigorosa por un periodo prolongado de tiempo. Tras la
ruptura se separa la fase liquida de la sélida mediante filtracién y se determina la cantidad de
aceite encapsulado por diferencia de peso inicial de las capsulas y del sélido seco recogido
(material de corteza). En este caso la filtracidon es posible por la mayor rigidez del polimero y
la falta de obturacion de los poros de los filtros. El inconveniente con este método es que se

requiere cantidades grandes de cdpsulas para asi obtener un menor error.

Método directo:

La segunda estrategia consiste en la ruptura y la extraccion del ndcleo mediante agitacion o
ultrasonidos (US) con el uso de disolventes orgdnicos deuterados para su analisis directo por
!H-RMN siguiendo el procedimiento usado para las cadpsulas de MF y PA. Con este método se

requiere de una menor cantidad de capsulas.

Polvo de

i capsulas i
Meétodo Meétodo
indirecto directo

Rupturay >500 mg 30mg Rupturay

filtracién extraccion
Determinacién Determinacién

gravimétrica por 'H-RMN

Figura 5.43. Esquema mostrando las diferentes opciones para la determinacion cuantitativa de las cdpsulas



Encapsulacion por Coacervacion Compleja

Para ambos procedimientos se necesita asegurar que el tratamiento de ruptura sea lo mas eficiente
posible. El efecto de distintos disolventes sobre este tipo de microcdpsulas y materiales no se habia
determinado anteriormente ni en CARINSA ni en NANOSFUN, por lo que se realizé un estudio
sistematico. Para averiguar esto se suspendieron cépsulas liofilizadas en diferentes disolventes
orgdnicos de distinta polaridad. Tras esto se analizaron por SEM para conocer el efecto de estos sobre

la morfologia (Figura 5.44).

Figura 5.44. Imdgenes SEM mostrando el efecto de los disolventes sobre las cdpsulas de Miglyol.

Dependiendo del disolvente aplicado las capsulas presentaron un aspecto u otro. En los disolventes
mas polares la corteza del polimero tendia a hacer un hinchamiento o ‘swelling’, mientras que en los
mas apolares la corteza se mantuvo rigida. Respecto a la extraccién del contenido los mas eficientes
resultaron ser la acetona y el cloroformo nuevamente, ademas de ser los mds adecuados para la

extraccién de las fragancias que se intentaron encapsular posteriormente.
Para la ruptura se investigaron dos métodos:
> Ruptura por ultrasonidos (US) de una suspension de capsulas liofilizadas y disolvente

Con este método la suspensidn acababa calentandose, fomentando la evaporacion del solvente usado
para la extraccion del aceite. Ademds, el aumento de la temperatura induciria la pérdida de
compuestos volatiles como las fragancias, causando pérdidas en la estimacion de la carga atil. Una de
las soluciones consistié en afiadir hielo al bafio de ultrasonidos para asi mantener el vial frio por un

periodo mas largo de tiempo.
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» Ruptura por agitacion de una suspension de capsulas liofilizadas y disolvente

El método de agitacion magnética de una suspension de capsulas en el disolvente organico se mostré
mucho mas eficiente ya que en 6h (vial tapado, 1500 rpm) se consiguieron romper practicamente

todas las microcapsulas

Las imagenes SEM (Figura 5.45) confirmaron la ruptura de las capsulas mediante el método de
agitaciéon magnética de una suspensién de microcdpsulas en cloroformo. Ademas, se confirmé la
extraccion del aceite al dejar las cavidades huecas. Las capsulas huecas mantenian su forma esférica,
confirmando la rigidez de la corteza de las capsulas liofilizadas y su incompatibilidad para disolverse

en este cloroformo.

Figura 5.45. Imdgenes SEM de cdpsulas liofilizadas tras el proceso de ruptura con cloroformo.

La conclusidn extraida de este estudio es:

e El cloroformo es el disolvente que mejor rompe y extrae el aceite de las microcapsulas.

e la agitacion magnética de la suspension de cdpsulas es el método mas eficiente para la
ruptura.

e El método directo mediante 'H-RMN fue el seleccionado por la menor cantidad de muestra

requerida.

5.3.5.2. Cuantificacién del aceite por *H-RMN

Teniendo en cuenta que el disolvente y el método de ruptura coincidieron con los utilizados para el
resto de microcapsulas (PAy MF), se realizé la cuantificacidn siguiendo los Protocolos RUPT.1y RMN. 1
con el uso de cloroformo deuterado y DMF como patrén interno. A continuacion se registraron los

correspondientes espectros que son los que se muestran en la Figura 5.46.
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Miglyol®812
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Figura 5.46. Comparativa de los espectros de 1H-RMN de Miglyol puro y cdpsulas de Miglyol rotas. En verde

se muestran las regiones de los picos correspondientes al aceite.
El andlisis mostré que:

> La extraccion del Miglyol con el cloroformo se pudo confirmar tras la comparacién con el
espectro de una muestra de Miglyol puro.

» No se revelaron picos que no fueran del DMF o el aceite, demostracidn de que el cloroformo
no disuelve el polimero de la corteza.

> Mediante la adicién de DMF a una cantidad conocida de microcapsulas liofilizadas se puede

determinar la carga util de las capsulas obtenidas por coacervacién compleja.

La cantidad de carga util determinada para estas microcapsulas alcanzé un valor de un 65%. La
cantidad obtenida fue algo inferior a la deseada para el proyecto, pero aun se debia comprobar el
resultado en fragancias y posteriores ajustes de los parametros. El resto de parametros cuantitativos

no se determinaron hasta que no se optimizara el sistema para la fragancia objetivo.

155



Capitulo 5

Una vez optimizada la sintesis de las capsulas de aceite por coacervacion, se utilizaron las mismas
condiciones para encapsular fragancias simples. Para estos casos las fragancias escogidas fueron Apple
TOP FCAP952505 (APPLE, formada por 4 componentes, ver Anexo ll), limoneno y acetato de bencilo.

A continuacion se muestran las condiciones para encapsulacién de estas fragancias (Tabla 5.4).

Condiciones Valores escala laboratorio (50 g)
Solucién gelatina (GELso) 25 g (1%p/p) MilliQ®
Cantidad de gelatina (GEL) 0.25g
Solucién goma arabica (GAsoi) 25 g (1%p/p) MilliQ®
Cantidad de goma arabica 0.25¢g
(GA)

Temperatura 50°C
pH 4.21 (ajustado con acido acético 10%p/p)
Material a encapsular Fragancia simple
Emulsificaciéon 3.000 rpm (Ultra-Turrax® T25)
Enfriamiento 50 - 25°C, 30 min / 25 - 5°C, 30 min
Tiempo de emulsion 5 min
Agitacion mecanica 750 rpm

Tabla 5.4. Condiciones de partida para la encapsulacion de fragancias simples.

5.4.1. Encapsulacion de fragancia APPLE

Inicialmente encapsuld la fragancia APPLE viendo los buenos resultados obtenidos con capsulas de PA
y MF. La emulsificacidn de esta fragancia dio lugar a gotas de un tamafio menor al obtenido con aceite
debido a la menor densidad y viscosidad. En la encapsulacion se observé un proceso de evaporacion
o difusién de la fragancia a través del material de corteza que se presenté como una generacion

cavidades entre la gota y la corteza polimérica (Figura 5.47).
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Figura 5.47. Imagen de microscopio dptico donde se intuye la evaporacion del nicleo en el proceso de

coacervacion (previo a la gelificacion).

A pesar de ello, la reaccion se completd obteniéndose finalmente capsulas mononucleares o
multinucleares con una alta presencia de fragancia atrapada. Inesperadamente, al visualizar la
muestra tras 30 minutos de la finalizacidn de la sintesis, se apreciaron capsulas que parecian haber
perdido su nucleo parcial o totalmente. Se corrobord que este efecto no fue a causa de un posible
cambio de difraccion de la luz. Tras observar esto, se creyd conveviente guardar la muestra en la
nevera (4°C) durante 12 h con el proposito de ralentizar este proceso y favorecer una mayor
reticulacién de la corteza de las capsulas. Pasadas estas horas, se observé nuevamente la muestra y

se verificd que no se pudo evitar la fuga de los nucleos de fragancia (Figura 5.48).

’
.....r 100 pm

Figura 5.48. a) Imagen de microscopio dptico donde se puede apreciar la suspensién de cdpsulas con nicleo
APPLE tras 30 minutos de finalizar la sintesis; b) imagen de microscopio dptico de la misma muestra tras 12

horas en la nevera a 4°C.

La pérdida de fragancia se podria deber a un proceso de volatilizacién de la fragancia a través de los
poros que pudiera tener la corteza durante su formacidn o a la difusién de la fragancia a hacia la fase
acuosa. La explicacién mas probable es que la pérdida de fragancia fuera debido a la volatilizacién
durante todo el proceso de encapsulacién ya que los compuestos de la fragancia, de tipo éster, son

bastante apolares como para difundir a la fase acuosa y se emulsionaron de manera correcta.
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5.4.2. Encapsulacion de limoneno y acetato de bencilo

Tras los resultados obtenidos, se decidid simplificar ain mas el sistema y estudiar la encapsulacion de
una molécula concreta como fragancia mono-componente. Para ello, se seleccionaron candidatos de

las listas de materias primas mds empleadas por CARINSA (Tabla 5.5).

Producto Consumo anual (kg) Tipo

Dipropilenglicol 2239868.6 Disolvente
Pino China 18540 Multicomponente
Limoneno 17374 Compuesto simple
Acetato de PTBCH 17270 Compuesto simple
Dihidromircenol 16740 Compuesto simple
Alcohol feniletilico 12750 Compuesto simple
Acetato de bencilo 11200 Compuesto simple
Acetato de isobornilo 11020 Compuesto simple
Aldehido a-hexil cinamico 11260 Compuesto simple
Linalol 10120 Compuesto simple
Galaxolide-Abbalide -Musk 50 7000 Multicomponente
Iso e Super 5600 Compuesto simple

Tabla 5.5. Listado de las materias primas mds utilizados por CARINSA para sus formulaciones (2014).

Se analizé cada una de las moléculas y se buscaron compuestos que mostraran diferencias en cuanto
a polaridad y volatilidad. La eleccion definitiva para la encapsulacién fueron el limoneno y el acetato

de bencilo, cuyas las propiedades fisico-quimicas mas importantes se muestran a en la Tabla 5.6.

Nombre Férmula Propiedades fisico-quimicas

P.M.: 136.24 g /mol

Densidad: 0.841 g/mL
Limoneno (LIM)

Punto ebullicion: 176 °C

N Presion de vapor: 20 Torr/2,7 Kpa

P.M.: 150,18 g/mol

0 Densidad: 1.05 g/mL
Acetat de bencilo (BnAc) ©/ \f(
0o Punto de ebullicién: 214 °C

Presion de vapor: 90 Torr/11.9 Kpa

Tabla 5.6. Compuestos seleccionados para la encapsulacion de fragancias bdsicas.
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Quimicamente el limoneno (LIM) es un monoterpenoide ciclico, volatil, poco polar y poco o nada
soluble en agua. Por otro lado el acetato de bencilo (BnAc) es un éster con un anillo aromatico que le
confiere una mayor polaridad y lo hace ligeramente soluble en agua (0.30 g/100 mL). Las densidades
y las presiones de vapor de ambos compuestos también son diferentes, siendo ambas mayores para

el acetato de bencilo.

La sintesis de capsulas de limoneno y acetato de bencilo se realizaron aplicando las condiciones

utilizadas con la fragancia APPLE.
» Cdpsulas de limoneno

El fendmeno de evaporacidn observado con la fragancia APPLE no se presentd en este caso y tras la
formacidn se pudieron diferenciar cdpsulas con alta carga y otras con baja carga (de manera similar a
las capsulas con Miglyol). Una posterior observacién por microscopia éptica y SEM confirmé la forma
esférica de las capsulas de limoneno y su corteza lisa y aparentemente estanca (Figura 5.49). Los
tamafios medios observados fueron también muy similares a los obtenidos con aceite, situdndose en

el rango de 50-100 um.
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Figura 5.49. a) Imagen de microscopio dptico de la sintesis de cdpsulas de limoneno.; b) imagen SEM de una

cdpsula con alta carga de limoneno.

» Cdpsulas de acetato de bencilo

El resultado de la sintesis de cdpsulas con acetato de bencilo no fue tan positivo como el obtenido con
el limoneno. En el proceso de coacervacién se volvid a observar un comportamiento parecido al
observado con APPLE provocado por la volatilizacién de la fragancia. El aspecto del producto final a

través de microscopio optico mostro pérdida de contenido con el paso de las horas (se hizo un
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seguimiento cada hora) y esto repercutio en la morfologia tras el secado observada por SEM (Figura

5.50).

Figura 5.50. a) Imagen de microscopio dptico de la suspension de cdpsulas de BnAc al cabo de 1 h de la

sintesis; b) Imagen SEM de las mismas tras de evaporacion del ntcleo.

Ambas suspensiones se recogieron y liofilizaron tan pronto como se finalizé la reaccién para intentar
recoger capsulas cargadas con la mayor cantidad de fragancia posible. Tras la liofilizacién de la

suspension de capsulas se obtuvo un fino polvo blanco, indicacién que el agua se eliminé totalmente.

La ruptura y extraccion del contenido se realizd por agitacion magnética con cloroformo como
disolvente de extraccidn. El andlisis *H-RMN de las cdpsulas rotas mostré que los picos relativos a

ambas fragancias eran detectables, indicando que se habian encapsulado (Figura 5.51).

Limaoneno

Capsulas de limoneno |

| I
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Bencil acetato
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Figura 5.51. Comparativa de espectros de 1H-RMN de los nucleos extraidos de las cdpsulas de LIM y BnAc

con sus respectivos componentes de ntcleo sin encapsular.En verde se marca el pico analizado.

No obstante, se determind que la cantidad de carga util era muy inferior a lo obtenido con aceites
(=60%). Concretamente, para el limoneno la cantidad determinada fue de 7.9% y para el acetato de

bencilo el resultado fue 2.90% en peso (Tabla 5.7),

Fragancia Cantidad de
Fragancia determinada Carga util
encapsulada capsulas
Limoneno 30 mg 2.38 mg 7.91%p/p
Acetato de
30 mg 0.878 mg 2.90%p/p
bencilo

Tabla 5.7. Carga util de las cdpsulas con fragancias LIMy BnAc.

La cantidad de carga retenida en las capsulas distaba mucho de las caracteristicas deseadas para la
encapsulacion de fragancias. Ademas, la diferencia con la carga de capsulas de aceite era

practicamente de un orden de magnitud.

Los resultados cuantitativos mostraban una discordancia con el andlisis visual realizado por
microscopia, donde se observaron cdpsulas aparentemente con una alta carga en su interior. Una
posible causa de esto podria ser que la fragancia se hubiera perdido durante la liofilizacion o por
volatilizacion en el proceso de encapsulacién. Para confirmar estas hipdtesis se realizaron una serie

de pruebas que se muestran a continuacion.
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5.4.3. Estudios para la mejora de la carga util de limoneno

Para conseguir incrementar la cantidad de limoneno encapsulado inicialmente se estudiaron varios
factores que podrian favorecer la pérdida en diferentes etapas del proceso de encapsulacién por
coacervacion. Teniendo en cuenta la baja cantidad encapsulada del acetato de bencilo y los problemas
de estabilidad observados, se decidid a partir de este momento continuar solamente con el limoneno.
Debido a su baja polaridad, la pérdida del limoneno es principalmente debido a su evaporacién

durante el proceso de encapsulacién/aislamiento mas que su difusion a la fase acuosa.

Tras la sintesis de las capsulas de limoneno se vié que la suspensién obtenida presentaba dos
fracciones distintas, una inferior y una superior de igual forma que se observé con Miglyol (Figura

5.52).

=

200pm

Figura 5.52. Fotografia relizada a la suspension de cdpsulas de limoneno tras su almacenamiento e imdgenes de

microscopio dptico de las cdpsulas localizadas en ambas fracciones (superior e inferior).

A nivel macroscdpico se confirmé que la ruptura mecdnica de las capsulas secadas al aire de la fraccién
superior producia una mayor liberaciéon de limoneno respecto a las de la fase inferior, que fue
detectado visual y olfactivamente. Posteriormente, mediante microscopia dptica se verificd que las
capsulas localizadas en la fraccién superior presentaban un contenido mayor de limoneno que las

localizadas en zona inferior y superior.

En este caso, las dos fracciones de un nuevo replicado de la sintesis se liofilizaron por separado y se

cuantifico la carga util. El resultado obtenido corrobord los datos extraidos de su andlisis macroscépico

162



Encapsulacion por Coacervacion Compleja

y microscépico (Figura 5.53). La fraccidon superior tenia una carga hasta 3 veces mas alta que la inferior

pero aun insuficiente para los intereses del proyecto.
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Figura 5.53. Cantidad de limoneno determinada para cada una de las fases de la suspension.

Estos andlisis sobre la suspensién mostraron que:

e las cdpsulas generalmente tienen un bajo contenido de fragancia (<30%p/p).
e Las cdpsulas que tienen una mayor carga estan diluidas por otras de menor contenido,

disminuyendo el contenido total de la fragancia.
Tras este estudio quedé claro que era necesario:

e Reducir la cantidad de cépsulas en la fraccién inferior (menos fragancia).

e Aumentar el contenido de la fragancia en todas las cdpsulas.

Para esto se procedio en 2 etapas que describen a continuacién.

5.4.3.1. Deteccion del mecanismo de pérdida de la fragancia

» Evaporacion

Uno de los aspectos a analizar fue la volatilizacién de las fragancias durante diferentes etapas de la
encapsulacion. Para ello, se realizaron dos tipos de experimentos que recrearon las condiciones que

podrian acelerar la volatilizacién.

a. Evaporacién causada por la temperatura
Una cantidad conocida de limoneno se afiadié a un vaso de precipitados y se dejé bajo

agitacién a 50 °C durante 1 hora aproximadamente. El resultado fue la pérdida del
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30% de peso. Tanto el proceso de emulsificacién como el de encapsulacidn se realizan

50 °C, lo cual seguramente induce la pérdida de una parte importante del limoneno.

Para reducir la evaporacion de la fragancia se propuso preparar la emulsion y
encapsulacién durante periodos mas cortos y si fuera posible, realizar estas etapas a

una temperatura inferior

b. Evaporacidn causada por vacio durante la liofilizacion

El alto vacio alcanzado durante la liofilizacién propicia la evaporacion de agua y de las
sustancias voldtiles como las fragancias. Para conocer realmente el impacto del vacio
en las fragancias se congelaron muestras puras de limoneno y se liofilizaron con las
mismas condiciones que las cdpsulas. El resultado fue la completa evaporacion de la
fragancia en un periodo de 24 h. Esto explicaria que el contenido de limoneno en el
polvo liofilizado fueran inferiores los esperados ya que la fragancia encapsulada se

habria evaporado a través de los poros de la corteza

El efecto de la liofilizacidn posteriormente también se estudid directamente con las capsulas. Hasta el
momento, el método de liofilizacién utilizado habia sido el de ultracongelacién a -88°C en detrimento
de nitrégeno liquido por temor a quebrar las capsulas por su alta hidratacion. De todos modos, para
este caso especifico se pensd que una congelacion mas veloz (mediante nitrégeno liquido) pudiera
contribuir a un diferente empaquetamiento de las cadenas de biopolimero y generar una corteza
menos porosa capaz de retener de una manera mas eficiente el limoneno. Para poder comprobar esta

hipéteis, se realizaron liofilizados de una misma muestra mediante ambos métodos de congelacion.

Las dos muestras liofilizadas no mostraron diferencias a nivel macroscépico, no obstante, mediante
SEM se vid que el método de liofilizacion afectaba a la estructura de las cdpsulas. El liofilizado obtenido
no mostrd diferencias a nivel macroscdpico respecto al obtenido con el método de ultracongelacion.

No obstante, su visualizacién por SEM, mostré un resultado muy distinto (Figura 5.54).
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Figura 5.54. Imdgenes de SEM de las cdpsulas de limoneno obtenidas mediante diferentes métodos de

congelacion previos a la liofilizacién. a) cdpsulas congeladas a -88 °C mediante ultracongelador; b) cdpsulas
congeladas con nitrégeno liquido; c) zoom de la superficie aparentemente porosa de cdpsulas congeladas

con nitrégeno.

Aunque las cdpsulas conservaran tamafios similares, se observé claramente una diferencia en la
estructura de la corteza. En las cdpsulas liofilizadas a -88°C, la corteza presentaba una superficie lisa
mientras que las preparadas con nitrogeno liquido presentaban una superficie muy rugosa. Al

observarlas a mayor magnificacidn se vio muy claramente este efecto (Figura 5.54.c).

Pese al aspecto poroso de las cdpsulas liofilizadas con nitrégeno liquido, que hacia pensar que la
fragancia podria volatilizarse mas rapidamente, la carga util determinada resulté ligeramente mayor

(Figura 5.55).
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Figura 5.55. Comparativa de carga util de limoneno determinada en cdpsulas liofilizadas mediante

diferentes métodos de congelacion.

Para encontrar una explicacién que relacionara esta morfologia aparentemente porosa pero que a su
vez mostraba una mayor retencidn de limoneno, se analizaron distintas capsulas liofilizadas. En una
de las pruebas se separaron nuevamente la fraccién superior e inferior y se congelaron con el método
de nitrégeno liquido. El analisis de estas dos fracciones indicd que las capsulas se diferenciaban en

algunos aspectos. Donde hay mas grosor de biopolimeros, se forma mas rugosidad, que fue atribuida
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a la sublimacién del agua atrapada en la parte mas interna de la matriz polimérica. En la parte central,

alrededor del nlcleo, la corteza es mas fina y el agua sublima de una forma distinta, sin dejar rugosidad

(Figura 5.56).

Orificios

Figura 5.56. Imdgenes SEM de las cdpsulas de limoneno liofilizadas de la fraccion superior (tras congleacion
con nitrégeno liquido) donde se aprecian los dos tipos de superficies y al lado la representacion grdfica de los

orificios de la cdpsula.

Para verificar que se trataba de rugosidad y no porosidad, posteriormente se realizé la ruptura de
algunas de estas cdpsulas para comprobar esta hipdtesis. En la Figura 5.57 se muestra el fragmento
de una capsula liofilizada tras la ruptura donde se puede apreciar como la pared externa de la capsula

presenta la rugosidad mencionada, pero sin llegar a generar un poro hacia el interior del nucleo.

Figura 5.57. Imagen SEM de una cdpsula de limoneno liofilizada y fragmentada. La corteza exterior es

altamente rugosa, pero sin llegar a crear cavidades hacia el nucleo.

Este estudio indicé que el método de liofilizacidn afecta a la morfologia de las cdpsulas y ligeramente

al limoneno retenido, pero sigue siendo insuficiente para determinar la pérdida mayoritaria de la

fragancia.
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5.4.3.2. Mejoras para incrementar la carga util de limoneno de las cdpsulas

Tras descartar que la pérdida de limoneno se produjo en la etapa de liofilizacidn, se iniciaron un
conjunto de modificaciones en el proceso de sintesis con el objetivo de lograr una mejora significativa

de la carga util de limoneno.
» Mezcla del nucleo de limoneno con aceite

Una estrategia propuesta para la retencién del limoneno y que se usé también en otras técnicas, fue
el uso de aceites, o llamados comunmente carriers, que solubilizan la fragancia y favorecen su
retencién. Uno de estos aceites usados fue el dietilftalato (DEP) por su buena miscibilidad con la

fragancia.

Idealmente se deberia usar la minima cantidad de aceite posible para no disminuir demasiado el
porcentaje de la fragancia en las capsulas. Se planted inicialmente realizar mezclas al 50% en peso de
DEP en limoneno y, en funcion de los resultados, ir reduciéndolo hasta la proporcion éptima. La mezcla
al 50% se encapsuld siguiendo el las condiciones de la Tabla 5.4, pero los resultados no resultaron ser
positivos. La determinacion del limoneno y los aceites encapsulados fue posible por *H-RMN ya las

sefiales no se solapan (Tabla 5.8).

Cantidad determinada en Proporcion
Compuesto  Proporcion inicial(%p/p) Carga
30 mg de capsulas final (%p/p)
Limoneno 50 % 1.59 mg 5.23% 11.15%
DEP 50% 12.66 mg 42% 88.85%

Tabla 5.8. Resultado obtenido de la sintesis de cdpsulas con mezcla de limoneno y DEP 1:1.

La cantidad de limoneno en las capsulas resultd ser nuevamente muy baja (5.23%p/p) aunque, por
otro lado la encapsulacion del DEP fue casi cuantitativa (42%p/p). Viendo estos resultados se descartd

la opcidn de usar aceites junto con el limoneno.
» Incremento de la proporcion de fragancia respecto al polimero

La estrategia propuesta para incrementar la carga util de limoneno en las capsulas fue aumentar la
cantidad de éste respecto al polimero, manteniendo el resto de condiciones inalteradas. Las distintas

sintesis realizadas y su cuantificacion de carga util se muestran en la Tabla 5.9
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Proporcién Carga maxima Diferencia teérico -
Carga tedrica(%p/p)
(Pol:lim) determinada determinado
1:2 - 14% -
1:4 28% 16% -12%
1:8 56% 24% -32%

Tabla 5.9. Comparativa de la carga util tedrica y determinada de limoneno en las diferentes proporciones de

polimero: limoneno.

Como puede comprobarse en la Figura 5.58, el incremento de carga aumenta progresivamente al
incrementar la fragancia pasando de un 14% (proporcién 1:2) hasta un 24% (proporcién 1:8). Aunque
el incremento de la carga fue significativo, seguia siendo muy inferior de los valores tedricos. Ademas,
esto acaba disminuyendo la eficiencia de encapsulacion ya que estos valores indican que la mayoria
del limoneno no se encapsulé y se perdid por el camino en los distintos procesos (emulsidn, sintesis,

evaporacion o liofilizacién).
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Figura 5.58. Incremento de la carga en funcion del ratio polimero: fragancia.

» Incremento de la concentracion del sistema (polimero y fragancia a la vez)

Se decidié también aumentar la concentracién absoluta tanto de la fragancia como de los polimeros
en la fase acuosa inicial. Hasta el momento se usaron concentraciones maximas de polimero de 1%
para evitar posibles agregaciones de las cdpsulas. En la nueva sintesis se doblaron las cantidades tanto
de limoneno como de biopolimeros. El resultado obtenido tras esta variacidén en las condiciones se
considerd satisfactorio por varios motivos. La cantidad de capsulas localizadas en la fraccion superior
fue mucho mayor que en los casos precedentes, con muy poco precipitado en la fraccion inferior
(Figura 5.59.a). Ademas tras purificar (decantacién) vy liofilizar las capsulas, se obtuvo una mayor
cantidad de sélido. La visualizacién por SEM del sélido recogido mostré también un material de corteza
mas grueso, aprecidandose capsulas con largos extremos rugosos por la mayor cantidad de biopolimero

(Figura 5.59.b). Respecto a los tamafios, las capsulas parecian mantener la distribucién de las otras
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sintesis (50-100 um). La carga de limoneno determinada para este caso especifico alcanzo el 42%, un

valor mucho mas alto que las sintesis anteriores.

Figura 5.59. a) Diferencias observadas de las suspensiones de cdpsulas al 2% p/p y 1% p/p en polimeros con la
misma proporcién fragancia/polimero; b) imagen SEM de las cdpsulas liofilizadas de limoneno al 2% p/pen

polimero.

Dado el buen resultado obtenido con el aumento de la concentracidon absoluta de fragancia y
polimeros, también se valoré determinar la eficiencia y el rendimiento de encapsulacién del proceso
para asi establecer una relacidn con la carga util obtenida. Para lograr estos datos complementarios,
se liofilizaron el conjunto de microcapsulas obtenidas de cada sintesis. Ademads, demostrado que a
estas concentraciones se consigud una carga util mayor, se volvid a variar la proporcién en peso de
polimero/limoneno en distintas sintesis. El resultado de estos experimentos se muestra en la Figura

5.60.
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Figura 5.60. Variacion de los valores cuantitativos y el aspecto microscopico de cdpsulas obtenidas con diferentes

proporciones polimero:limoneno con una concentracion de polimeros al 2%p/p.
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En todas las proporciones de polimero/limoneno se obtuvieron cargas bastante més elevadas de las
obtenidas a concentraciones menores, indicando que la cantidad absoluta de biopolimeros es un
factor muy relevante para la optimizacién del proceso. Ademads, en una relacion de 1:8 se alcanzé
practicamente un 70% de carga de limoneno, lo que fue una mejora importante y cercana al objetivo

deseado (>80%).

No obstante, las eficiencias y rendimientos de encapsulaciéon no siguieron el mismo patrén que la
carga. Si se analizan los datos se puede ver como al principio si que se produce un incremento de la
eficiencia de encapsulacién, hasta llegar a un maximo de un 45%, para luego descender
continuamente. Para el rendimiento de encapsulacién, el maximo corresponde a la sintesis con
relacion 1:4, por lo que si se afade demasiada fragancia la cantidad recogida de cdpsulas respecto a

la cantidad tedrica va disminuyendo.

Con estos datos se creyd conveniente trabajar en proporciones entre 1:4 y 1:5 para lograr un
compromiso entre altas cargas y un rendimiento de encapsulacidon aceptable. Las condiciones
optimizadas se encuentran resumidas en la Tabla 5.10 y el proceso viene detallado en el Protocolo

Co.1.

Condiciones

Valores escala laboratorio (50 g)

Solucion gelatina (GELsol)

25 g (2%) MilliQ®

Cantidad de gelatina (GEL)

05¢g

Solucién goma ardbica(GAso)

25g (2%) MilliQ®

Cantidad de goma arabica(GA) 0.5g
Temperatura 50°C
pH 4.21 (ajustado con acido acético 10%p/p)

Cantidad de fragancia

5 g de limoneno

Emulsificacion

3.000 rpm (Ultra-Turrax® T25)

Enfriamiento

50-25°C, 30 min /25 - 5°C, 30 min

Tiempo de emulsion

5 min

Agitacion mecdnica

750 rpm
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Estos estudios demostraron que la carga util final depende mas de las condiciones de sintesis
(concentracién de polimero y proporcién con la fragancia) que de la evaporacién de la fragancia

durante la sintesis y liofilizacién posterior.

De hecho, de estas capsulas con alta carga util se quiso estudiar la pérdida de la fragancia durante la
liofilizacidn para comprobar su estanqueidad. Para ello se escogieron alicuotas liquidas de una sintesis

de la proporcién 1:4 y se analizaron tras 2, 4, 7, 10 y 14 bajo vacio (liofilizacién) (Figura 5.61).

Como puede comprobarse, la carga de limoneno desciende a partir del cuarto dia, hasta valores
cercanos al 40%. No obstante, esta cantidad permanece constante hasta catorce dias de liofilizacion
lo que certifica que ya no se perdié mas material limoneno a pesar de aplicar alto vacio durante tanto

tiempo.
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Figura 5.61. Variacion de carga en relacion a los dias de liofilizacion de cdpsulas de limoneno con la proporcion de 1:4'y

una concentracion de 2%p/p de polimeros encapsulantes.

Los préximos estudios de estanqueidad que se plantearon deberian realizarse en muestras ya
liofilizadas durante solamente 48 horas, pero posteriormente almacenadas en un recipiente cerrado

durante meses para poder determinar la vida util de este tipo de microcapsulas.
» Entrecruzamiento de la corteza de las cdpsulas

Para mejorar la estabilidad mecdanica y la impermeabilidad de la corteza se intentd aplicar un
entrecruzamiento o cross-linking. Este es un proceso que se aplica partiendo de las capsulas
sintetizadas y suspendidas en la fase acuosa. Para el estudio de entrecruzamiento se utilizaron las
capsulas de limoneno obtenidas con las condiciones optimizadas (2% polimeros, proporcién

polimero/fragancia 1:5, Tabla 5.10).
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Aunque se realizaron algunas pruebas de cross-linking con glutaraldehido (el mas usado en

entrecruzamiento de estos polimeros), la falta de mejora de estanqueidad observada y su toxicidad

propicid que el estudio estuviera centrado en el acido tanico (TA).

Para la realizacion de las pruebas se realizaron previamente disoluciones del acido tanico, las cuales

son de un color ambar muy caracteristico de los taninos (Figura 5.62).

Figura 5.62. Solucién al 10%p/p de dcido tdnico.

Para la optimizacién del entrecruzamiento con TA se decidid estudiar los siguientes pardmetros a

modificar.

> Cantidad de TA en la reaccién:

>

Debido a su elevado caracter entrecruzante y segln lo descrito en la literatura, se propuso
usar una cantidad minima de TA del 10% en peso respecto a la gelatina, que es el polimero
mas involucrado en la reaccion.

Seleccion del pH para el entrecruzamiento:

La reaccion del acido tanico es fuertemente dependiente del pH. Por norma, a pH alcalinos se
consiguen enlaces covalentes mas resistentes mientras que a pH acidos se producen
interacciones no covalentes de puentes de hidrogeno. Aunque éstas uUltimas son mas débiles,
el uso de pH basico no era viable debido a la redisolucidn de los coacervados que se produciria.
Tiempo de reaccion de entrecruzamiento:

Aunque en la literatura se reportan tiempos de entrecruzamiento de hasta 24 h, para evitar
la ruptura de las capsulas y la pérdida del limoneno se optd por periodos mas cortos (3-12 h)

y a bajas revoluciones (150 rpm).

A continuacion en la Tabla 5.11 se resumen los experimentos de entrecruzamiento con el uso de TA.
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Cantidad TA Orden de
pH Adicion Condiciones Comentarios
vs GEL modificacién
- 5°C Agregacion excesiva de
10% 4.1 In-situ
3h las capsulas
5°C Ligera compresion, algo
10% 4.1 Gradual -
3h de agregacion
- 5°C
20% 4.1 Gradual Agregacion
3h
5°C Compresidn excesiva de
40% 4.1 Gradual -
3h la capsula
1.NHs 25 °C Coloracion verde y
10% 8-9 Gradual
2.TA 3h agregacion
1. NaOH 20°C
5% 7 Gradual N.D.
2.TA 12 h

Tabla 5.11. Condiciones y resultados de entrecruzamiento con dcido tdnico de cdpsulas de limoneno.

De manera general, tras la adicidn de acido tanico sobre la suspension de capsulas, se manifiesta un

pequefio aumento de la viscosidad y un cambio en la tonalidad del color, pasando de blanco a amarillo

palido. También se observé una tendencia a la floculacién de las capsulas (Figura 5.63.a). Una posible

causa podria ser que las aminas terminales del polimero entrecruzaran y por lo tanto disminuyera la

carga total de las microcdpsulas (positiva en este caso). Por otro lado, la presencia de polimero no

estructurado en solucion (en suspensiones no purificadas completamente) dio lugar a un precipitado

que enturbid la suspension. Este precipitado también fue fruto de la reaccién con acido tanico (Figura

5.63.b).

Figura 5.63. Imdgenes de microscopio dptico de ensayos con TA como agente entrecruzante. a) Floculacion

de cdpsulas tras la adicion de TA; b) Supension de polimero precipitado de polimero no estructurado en

solucion tras reaccionar con TA.
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Tras el entrecruzamiento, las capsulas se liofilizaron y se analizaron. A nivel macroscépico el polvo
obtenido presentaba un aspecto de polvo mas fino y suelto con una ligera coloracién amarillenta
debido a la reaccién con TA. El andlisis cuantitativo por 'H-RMN de las mejores cdpsulas obtenidas
mostré un ligero incremento de la carga de limoneno respecto a las cdpsulas sin tratar como se

muestra en la Figura 5.64.
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Figura 5.64. Cantidad de carga de limoneno determinada para cdpsulas tratadas con TA como agente

entrecruzante frente a las cdpsulas sin tratar.

En los experimentos de entrecruzamiento de las capsulas se fue incrementando la cantidad de acido
tdnico para determinar si se podia mejorar la estanqueidad. En la Figura 5.65 se muestra la tendencia

de los valores cuantitativos respecto a los diferentes grados de entrecruzamiento.
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Figura 5.65. Datos cuantitativos de las cdpsulas endurecidas con dcido tdnico a diferentes proporciones
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Como se puede apreciar, las condiciones que dieron capsulas con mayor carga util, rendimiento y

eficiencia de encapsulacién fueron las que se entrecruzaron con una relaciéon TA/gelatina de 1:10. El

efecto del aumento del acido tanico también se observd por microscopio éptico y SEM (Figura 5.66).

Figura 5.66. Imdgenes SEM de cdpsulas de limoneno con diferentes grados de entrecruzamiento con TA: a) Relacién 1:10

TA/GEL; b) Relacion 1:5 TA/GEL; c) Relacidn 1:2.5 TA/GEL.

Las capsulas entrecruzadas con TA presentaban menos rugosidad en la superfici, sobre todo en las
extremidades, y se asumié como indicacion de un mayor endurecimiento generado en la corteza.
Ademas, el incremento de TA afiadido produjo una deformacion de las capsulas originando una forma
ovalada. La ruptura de capsulas observada para proporciones TA/GEL mas altas (Figura 5.66.b y
5.66.c) coinciden con la disminucién de carga util, eficiencia y rendimiento de encapsulacién. La
hipdtesis mas probable fue que la deformacidn y/o ruptura de las microcépsulas fue provocada por la

excesiva contraccion del polimero durante el entrecruzamiento (Figura 5.67).

Acido tdnico

—

Figura 5.67. Representacion esquemdtica de la contraccion de la corteza por efecto del dcido tdnico.

Por otro lado, los experimentos realizados con TA a pH basidos para promover el entrecruzamiento
de tipo covalente no fueron satisfactorios, ya que se formaron agregados irreversibles en todos los
casos. Ademas, el cambio de color de amarillo claro a verde oscuro era indicacién de la polimerizacién

del TA asi que se decidié abandonar este método.
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5.4.4. Reduccion del tamaio de capsulas de limoneno

Uno de los mayores retos que se planted después de optimizar el método de sintesis y purificacién de
capsulas mediante la técnica de coacervacidn, fue la reduccidon de tamafio de la misma manera que
también se realizdé en los dos métodos de encapsulacidn previos (Capitulos 3 y 4). Las capsulas
obtenidas hasta ahora superaban las 50 um en todos los casos, siendo el objetivo principal conseguir

tamanfios inferiores a estos diametros.

A continuacién se describen las estrategias de optimizacion sugeridas y realizadas para obtener este
tipo de capsulas. Como punto de partida se tomaron las condiciones optimizadas para la sintesis de
capsulas de limoneno (Tabla 5.10) variando la velocidad de emulsificacién para lograr tamafios de

gota (<25 um).
»  Velocidad de agitacion en la etapa de gelificacion

En las sintesis donde se realizaron emulsiones de la fragancia con un tamafio de gota menor (<25 um)
la tendencia del sistema fue producir capsulas multinucleares de igual manera que pasaba con la
encapsulacién del Miglyol. Esta agregacion de los polimeros se produce sobretodo durante el proceso
de gelificacién por lo que se creyd conveniente agitar el sistema a una velocidad mayor. Para ello se
realizaron pruebas a altas revoluciones, llegando hasta 1500 rpm. El resultado, no obstante, no fue el
deseado. Ciertamente, las capsulas alcanzaron tamafos menores (hasta 20 um), pero el resultado fue

en todos los casos estructuras multinucleares (Figura 5.68.a).
> Velocidad de enfriamiento en la etapa de gelificacion

Otro de los factores determinantes en la etapa de gelificacion es la temperatura. Una de las
modificaciones planteadas consistié en inducir la gelificacion mas rapidamente para endurecer la
corteza antes que hubiera agregacién entre gotas recubiertas con el polimero Iabil.
Desafortunadamente el hecho de enfriar mucho mas rdpido no evitd la formacién de estructuras
multinucleares. En el mejor de los casos se obtuvieron capsulas multinucleares de 50 um (Figura

5.68.b).
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Figura 5.68. Imdgenes de microscopio dptico de: a) microcdpsulas de limoneno obtenidas mediante gelificacion a 1500
rpm; b) microcdpsulas multinucleares de limoneno obtenidas tras la gelificacion con un descenso acelerado de la

temperatura (5°C/min). La dificultad para distinguir las gotas en este caso es alta, observdndose un gran contraste.

> Incremento de las fuerzas repulsivas mediante la adicion de aditivos

Para evitar el contacto entre gotas en la etapa de gelificacion se intentd anadir aditivos que impidieran
este proceso. Por un lado se intentd usar tensioactivos (idnicos y no idnicos) para estabilizar la
emulsiéon de la fragancia y la posterior capsula, pero como ya se vid en la optimizacién de
microcdpsulas de aceite (ver apartado 5.3.1.6), no se obtuvo ningln tipo de mejora en la

desagregacidn, generando ademas interacciones competitivas con los coacervados.

Por otro lado, se decidié afiadir un espesante para aumentar la viscosidad de la suspensién que podria
disminuir la tendencia a la agregacién de las gotas. Para este tipo de prueba se selecciond la goma de
xantano (XG) por su alto poder espesante a bajas concentraciones y por su inocuidad. Esta adicién
resultdé en una mala formacién de coacervados y por lo tanto una mala encapsulacion. La goma de
xantano es un polielectrolito que tiene carga negativa también a pH acidos por lo que pudo interferir

en la atraccién de los dos biopolimeros de corteza.
»  Cambios en la proporcion fragancia-polimero

Se aumenté la cantidad de fragancia hasta lograr una relacion de 1:4 y 1:6 (polimero/fragancia),
condiciones que no se habia aln probado para tamafios de gota <25 um. La idea fue crear un déficit
de polimero respecto a la mayor superficie de gotas generadas y asi evitar la agregacion y generacién
de capsulas multinucleares. No obstante, en ningln caso se consiguieron capsulas aisladas, sino que
se volvieron a obtener cdpsulas con estructura multinuclear. Ademas, estos agregados, debido a la
menor cantidad de polimero para cubrir la mayor superficie de contacto generada, mostraban muchas

cavidades abiertas y sin liquido en el exterior (Figura 5.69).
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a) (<25 pum) ’f
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Figura 5.69. a) Representacion grdfica del resultado obtenido en el incremento de fragancia respecto al
polimero con gotas de menor tamarfio; b) imagen SEM de las cdpsulas obtenidas de la proporcion

polimero/fragancia 1:6.

Posteriormente se determind la carga de estas capsulas y el resultado fue un valor muy bajo (=25%),

probablemente debido al elevado numero de cavidades rotas en la superficie de la capsula
> Dilucion de la mezcla tras la coacervacion

Para evitar el proceso de agregacion durante la gelificacion se decidio diluir el sistema
inmediatamente después de la formacién de los coacervados. Asi pues, tras inducir la coacervacion
con el pH, se afiadié una cantidad de agua destilada hasta doblar el volumen de la mezcla. El resultado
de esta dilucién fue el de una agregacidon mas evidente de las gotas, incluso mayor que la agregacion

observada sin aplicar esta dilucién.
»  Incremento de la concentracion de los componentes (polimeros y fragancias)

Para estas modificaciones se partid de las condiciones de sintesis para la encapsulacion de limoneno
donde se obtiene un alto valor de carga, en este caso, una relacion polimero/fragancia 1:6, con la
diferencia que las cantidades tanto de polimero como de fragancia se fueron incrementando
progresivamente manteniendo constante la proporcién entre ellos. Los experimentos mas relevantes

realizados con estas variaciones estan reportados en la Tabla 5.12.
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Capsulas
Modificacion  Modificacion Modificacion Modificacion
Componente  Mononucleares

1 2 3 4
(>50um)
GELsol 2% p/p 3% p/p 4% p/p 4% p/p 4% p/p
GAsol 2% p/p 3% p/p 4% p/p 4% p/p 4% p/p
Fragancia 6g 9g 12g 12g 8g
Agua 50g 50g 50g 50¢g 50g
Vel.Agitacion
3.000 3.000 3.000 10.000 10.000
(rpm)
Total material 56g 59¢ 62g 62 56
Proporcion
1:6 1.6 1:6 1:6 1:4

Pol/LIM

Tabla 5.12. Experimentos realizados para el incremento de la concentracion de los componentes.

Como puede apreciarse, los experimentos se hicieron en 2 regimenes de agitacién, para conocer el
efecto del aumento de las concentraciones absolutas de los componentes en las emulsiones con gotas
de distintos tamafios. Tras las modificaciones experimentales reportadas en la tabla se observaron los

siguientes cambios:

La modificacion 1 mostré que aumentando la concentracién de polimeros al 3% en peso y la fragancia

a 9 g, no se produjo ninglin cambio aparente en las dimensiones de las capsulas.

En la modificaciéon 2 al aumentar la concentraciéon de polimeros al 4% y la fragancia hasta los 12
gramos, las gotas mas pequefias de la suspension estaban mejor estabilizadas ya que no se apreciaba
coalescencia durante las primeras etapas de la sintesis. Durante el proceso de enfriamiento se produjo
en este caso un aumento destacable de la viscosidad a partir de 20-25 °C. Al finalizar la sintesis la
suspension resulté ser mucho mas viscosa que las obtenidas hasta el momento y al observar una
fraccion a través del microscopio dptico se pudo apreciar homogeneidad de la muestra y la formacién
de capsulas mononucleares. Ademas, tras diluir la muestra con agua para poder observar las capsulas
a través del microscopio, tampoco se observé agregacion. El hecho mas relevante de esta sintesis fue
el haber detectado la presencia de cédpsulas de limoneno pequefias (<25um) y totalmente aisladas. Al
tratarse de condiciones de emulsificacidn blandas (3.000 rpm) la mezcla de capsulas en general tenia
tamafio 250 um pero la presencia de una pequeiia proporcion de cdpsulas de menor tamafio aisladas

fue algo que no se habia observado hasta el momento.

Este resultado fue muy importante ya que en todos los experimentos realizados anteriormente, las

gotas mas pequeias generadas en la emulsidén tendian a agregarse a las gotas mds grandes en el
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proceso de gelificacion (Figura 5.70.a). En cambio, en este caso todas las gotas, grandes (250 um) o
pequefias (<25), tenian su propia corteza y no se produjo agregacién (Figura 5.71.b). El aumento de
concentracién de los componentes se reveld muy importante para la estabilizacién de las gotas

durante todo el proceso de sintesis de las capsulas, también en las de tamanio inferior.
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Figura 5.71. Imdgenes de microscopio dptico de: a) Capsulas de limoneno donde se observa la agregacion de
gotas pequefias alrededor de las gotas de mds grandes en concentraciones de 2%p/p en polimeros; b)

presencia de cdpsulas pequefias aisladas obtenidas con concentraciones de 4%p/pp de polimeros.

Tras los resultados observados, en la modificacion 3 se decididé incrementar la velocidad de
emulsificacién (10.000 rpm) para obtener gotas de menor tamafio manteniendo esta nueva
concentracion de los componentes (4% polimeros y proporcién 1:6). De la misma manera que en la
anterior sintesis, no se observé la agregacidn de las gotas de fragancia en las fases iniciales de la
coacervacion. No obstante, el problema se produjo al alcanzar la temperatura de gelificacion. El
aumento de la viscosidad fue tal que bloqued la agitacion magnética y el sistema se volvié un gel

imposible de redispersar.

La explicacidn para esto fue que el aumento del area superficial generada por las gotas de fragancia y
la gran cantidad de polimero favorecié la gelificacién del polimero entre gotas, no permitiendo la

formacidn de capsulas aisladas y correctamente formadas.

Finalmente, para solucionar la tendencia a la gelificacién de toda la mezcla y favorecer la formacion
de gotas pequenas estables y aisladas en la modificacion 4 se redujo la cantidad de fragancia hasta

los 8 gramos, estableciendo una proporcion 1:4 de polimero/fragancia.

La sintesis de cdpsulas bajo estas nuevas condiciones de concentracion dio lugar a capsulas

mononucleares, aisladas y de tamafio inferior a 20 pum (Figura 5.72).
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Figura 5.72. Imagen de microscopio dptico de cdpsulas de limoneno de tamario reducido preparadas segtn

la modificacion 4.

Estas condiciones se aplicaron también para la encapsulacion del aceite Miglyol para comprobar la
reproducibilidad de este nuevo comportamiento y el resultado fue nuevamente la obtencién de

capsulas aisladas de tamaio de <20 um.

Se realizd también un analisis de distribucidn de tamafio por difraccidn laser para determinar el grado
de disminucidon de tamafio alcanzado. En las reacciones mas reproducibles con el limoneno, los
tamanos oscilaron desde 1 a 50 micras, siendo la media alrededor de 10-12 um (Figura 5.73). Esta

medida confirmé que se pudo reducir practicamente un orden de magnitud los tamafios en las nuevas

capsulas.
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Figura 5.73. Distribucién de tamafio de cdpsulas de limoneno preparadas segun la modificacion 4.

Una fraccién de la muestra se liofilizé para su anlisis posterior por *H-RMN, pero a diferencia de las
capsulas de mayor tamafio de limoneno (>50 um), en este caso no fue posible obtener un polvo fino
tras la liofilizacion sino que la apariencia era de un sélido agregado, probablemente debido a una

mayor tendencia a la agregacion al secarse, como se pudo también apreciar por SEM (Figura 5.74).

181



Capitulo 5

Figura 5.74. Imdgenes SEM de: a) Sdlido liofilizado agregado de cdpsulas de limoneno; b) grupo de cdpsulas

aisladas dentro del agregado.

Tras la caracterizacion morfoldgica de este sélido, se determiné la carga con el método descrito para
las cdpsulas mononucleares de mayor tamafo. El resultado obtenido se compard con los valores

obtenidos en los otros tipos de capsulas obtenidas por coacervacién durante el proyecto (Tabla 5.13).

Tipo de cdpsulas obtenidas por Rango de carga Proporcion
coacervacion compleja util determinada polimero/fragancia
Cépsulas mononucleares (>50 um) 70-85% 1:6
Cépsulas multinucleares 50-60% 1:2
Capsulas mononucleares (<50 pum) 45-50% 1:4

Tabla 5.13. Comparativa de cargas de cdpsulas optimizadas de limoneno.

Las cépsulas obtenidas en este caso ofrecen una carga inferior de limoneno que las de mayor tamanio.
Parte de esa disminucién puede ser debido a que al reducir el tamafio, la fragancia se encuentra en

menor proporcion.

Tras estos resultados se pudieron establecer unas condiciones de partida para la encapsulacién de
aceites y fragancias simples para dar lugar a cdpsulas de tamafio inferior a 50 um. Estas sintesis vienen

detalladas en el Protocolo CO.3 y en la Tabla 5.14.
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Condiciones

Valores escala laboratorio (50 g)

Solucién gelatina (GELsol)

25 g (4%) MilliQ®

Cantidad de gelatina (GEL)

lg

Solucién goma arabica(GAso)

25g (4%) MilliQ®

Cantidad de goma arabica(GA) 1g
Temperatura 50°C
pH 4.21 (Ajustado con acido acético 10 %p/p)

Cantidad de fragancia/aceite

88

Emulsificacion

8.000 rpm (Ultra-Turrax® T25)

Enfriamiento

50-25°C, 30 min/25 - 5°C, 30 min

Tiempo de emulsificacion

5 min

Agitacion mecanica 1000 rpm antes de gelificacidn, 750 rpm tras gelificacion

Tabla 5.14. Condiciones de sintesis de cdpsulas de tamario reducido para limoneno y Miglyol

Tras optimizar la sintesis de microcdpsulas de Miglyol y limoneno con el método de coacervacidn, se
realizd la encapsulacion de la fragancia compleja Tropical Fruit P780765 (TROPICAL) previamente
encapsulada con las otras técnicas. Para la encapsulacidon se escogieron las ultimas condiciones

establecidas para la sintesis de capsulas mononucleares de tamafio reducido (<25um) Tabla 5.14.

Tras aplicar estas condiciones la sintesis se llevd a cabo con éxito obteniéndose microcdpsulas de
TROPICAL de tamafio =20 pm mononucleares. Morfoldgicamente, estas microcdpsulas no
presentaban forma alargada. Esto se atribuyo a la mayor viscosidad del medio, que impidié un mayor
movimiento del coacervado labil. Para comprobar que no se producia evaporacién del ndcleo, como
en el caso de la fragancia APPLE, se dejo6 reposar la suspension durante 24 horas y transcurrido este
tiempo se volviod a visualizar por microscopia éptica donde se verificé una correcta retencién de la

fragancia (Figura 5.75).
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Figura 5.75. a) Imagen de microscopio dptico de cdpsulas TROPICAL obtenidas por coacervacion tras 24 h;
b) Imagen de SEM de cdpsulas liofilizadas de TROPICAL.

Una fraccién de la muestra liofilizada se analizé a continuacién con la técnica de H-RMN, cuyo
espectro se comparé con la fragancia original usando DMF como patrén interno. Mediante la
comparacién del espectro de las cdpsulas liofilizadas y el de la fragancia libre, se pudo apreciar un alto

grado de similitud entre los dos espectros, indicacién que la mayoria de los compuestos fueron

|
i

T T T T T T T T T T T
45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05

encapsulados y retenidos con éxito (Figura 5.76).

TROPICAL libre A

Capsulas CO
TROPICAL
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Figura 5.76. Espectros H-RMN de la fragancia TROPICAL libre y encapsulada por coacervacion compleja. En

verde se marcan las regiones donde se localizan los picos correspondientes a la fragancia.

Mediante la comparativa de ambos espectros y tomando como referencia la DMF, se pudo estimar

una carga util aproximada de un 60% (Tabla 5.15).
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Muestra Patron aifiadido  Cantidad de muestra afladida  Integrales de fragancia

Fragancia libre 15 pl 30 ul A=3.14 /B=14.77
Capsulas 15 pl 30 mg A=1.94/ B=8.57

Tabla 5.15. Valores de carga util mediante la comparacion de los espectros de *H-RMN.

Para determinar la proporcion de cada compuesto de la fragancia en el interior de las capsulas se
realizo el correspondiente analisis por cromatografia de gases, con previa ruptura de las capsulas con
acetona. El cromatograma correspondiente a las muestras liofilizadas se muestra a continuacion

(Figura 5.77).

Patron M Encapsulado

Acetato etilo Aldehido C11 Unde cilico

2 -Me 3
2-Metilbutirato etilo &= Veloutone W

cis-3-Hexenol Orivone
Acetato isoamilo & Acetato terpenilo
Manzanate & Aldehido €12 MNA
Acetato cis-2-hexenilo == Menta-B-tiol-3-ona
Acetato hexilo | —

delta-Damascona |

2-sopropil-4-metiltiazol Acetato geranilo B

p-Limeno Aldehido C12 Laurico
Limoneno — Metilantranilato de metilo

Eucaliptol § ACE LAl o Ve rdi] O —————

Melonal Metil ionona

gamma-Terpineno Floralozone |

Dihidromircenol — Yarayara e

Caproato alilo & trans-2-dodecenal

Butirato de amilo § Decadienoato etilo

Liffaroma Acetato veticol |

Terpinoleno Bulirato DBEC .

Linalo| |— Phenirat | —

Alcohol feniletilico Bacdanol

Isobutirato hexilo

Aldehido C14 | —————

Citronelal Fructalate

Mentona

i DEP |e—
Acetato bencilo Hedione | —
Heptanoato alilo TEC
Butirato ds-3-hexenilo 150 E Super | —
Terpineol Salicilato hexilo | —
Salicilato metilo Habanolide S

Aldehido C1( Aldehido alfa-amil cinamico

Terpenil metil eter § Salicilato metilo
Alil amil glicolato Sandela
Aldehido cuminico

Citral

Carvona
Acetato linalilo &

Agrumex

—l....—

Figura 5.77. Resultados GC-MS de las cdpsulas de fragancia TROPICAL en comparacion con la formulacion de

la fragancia libre.
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Mediante cromatografia de gases se pudo confirmar que la mayoria de los compuestos detectados en
la fragancia libre se encontraron también en las cdpsulas liofilizadas. En el caso de los primeros
componentes que aparecen en el cromatograma, es decir, los mas volatiles, la proporcién se vio
disminuida. Esto es indicacién de que en este tipo de cdpsulas los compuestos mas volatiles no se
retuvieron de igual manera que los menos volatiles. Parte de esta pérdida podria ser debida a la

posible porosidad de la corteza de las cdpsulas a pesar de tener una alta rigidez tras el liofilizado.

Los logros alcanzados en el desarrollo de este capitulo se resumen de la siguiente manera:

e Se haencapsulado de manera satisfactoria Miglyol®812, limoneno y la fragancia Tropical Fruit
P780765 por coacervacion compleja usando goma arabica y gelatina como materiales de
corteza.

e Se han desarrollado capsulas con distintas estructuras internas (mono- y multinucleares) y de
distintos tamanos desde 200 hasta 15 um.

e El maximo valor de carga util obtenido se situd en 80% para capsulas de Miglyol, 70% para
capsulas de limoneno y 60% para capsulas de la fragancia Tropical Fruit P780765.

e Se han realizado pruebas preliminares de entrecruzamiento con acido tdnico observdndose

una ligera mejora en el valor de carga util de la capsula (+3%).

El futuro trabajo dedicado en este tipo de metodologia de encapsulacién seberia ir enfocado en

las siguientes linias de investigacion:

e Optimizacidn del proceso de entrecruzamiento con acido tanico.
e Encapsulacion de nuevas formulaciones complejas por coacervacion compleja.
e Estudios de TGA y DSC para determinar la estabilidad de las capsulas y su resistencia térmica.

e Estudios de biodegradabilidad y biocompatibilidad de las microcapsulas sintetizadas.
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Escalado de los Métodos de Encapsulacion

Para todos los productos con potencial salida comercial, su fabricacién debe ser escalable. Esto se
aplica también para las microcdpsulas de fragancias obtenidas a lo largo de esta tesis, cuya

optimizacion ha sido llevada a cabo a escala laboratorio (50-150 g de suspensién por sintesis).

Desde un punto de vista econdmico, las sintesis de las capsulas descritas en los capitulos anteriores
se han desarrollado con materiales de partida de alta disponibilidad comercial que garantiza precios
competitivos y que no encarecen excesivamente la encapsulacion de las fragancias formuladas por la
compafia. No obstante, es posible que adaptar las sintesis de escala laboratorio a mayor volumenes
requiera no sélo aumentar proporcionalmente las cantidades de material a usar sino también la
adaptacion de los métodos de agitacion, de calentamiento-enfriamiento o de procesos de adicion y
purificacion. Esta fase del proyecto por lo tanto ha servido para comprobar la factibilidad de las sintesis

de capsulas a escalas mayores (0.8-3 Kg).

En algunos casos la optimizacion del proceso de escalado ha requerido diferentes etapas en que se
han usado reactores de tamafio intermedio (0.25-1 L). Ademas, para la optimizacién de los escalados
ha sido importante hacer una previsidn de los gastos de materiales a usar ya que en algunos casos se
han utilizado hasta 50 veces las cantidades usadas a escala laboratorio. En la Tabla 6.1 se resume todo

el equipamiento utilizado para estas pruebas.

Reactores (L) Homogenizadores Agitadores
0.25/0.5/1/2/5 IKA®UItra-Turrax®T25 / T50 IKA®RW 20 Digital / 28 Basic
Homogenizadores de Agitadores mecanicos de potencia
Encamisados, con
potencias y vastagos variable en combinacidn con palas
sumidero inferior y tapa
variables de diferentes formas

Tabla 6.1. Listado del material disponible para los escalados de los procesos.

Todos los reactores estaban dotados de camisas rellenables para liquidos refrigerantes y conectados
con un sistema de recirculacidon que permite el control de la temperatura del liquido y del medio de
sintesis. En la mayoria de los casos el liquido usado ha sido una disolucién acuosa con etilenglicol al
20%p/p que permite un control de la temperatura entre 0 °C y 100 °C sin riesgo de evaporacion o

solidificacidn.

Todos los reactores estan dotados de una valvula de salida o sumidero en la parte inferior, que permite
la recuperacion o el trasvase del liquido contenido. Los homogenizadores Ultra-Turrax®T25/T50 se

emplean para realizar las emulsiones, mientras que la agitacion magnética usada a escala laboratorio
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se sustituyd por un sistema de motor/varillas agitadoras que permite agitar grandes volimenes y
liguidos de viscosidades elevadas. En la Figura 6.1 se muestran los tres tipos de varillas agitadoras
utilizadas para los experimentos. Las Varillas 1 y 2 son de tipo hélice con tres palas pero de distintos
diametros. La varilla 1 fue utilizada principalmente para el reactor de 2 L mientras que la varilla 2 para
el reactor de 5L. La varilla 3 es de tipo ancla y se utilizé Unicamente en el escalado de la polimerizacidn
in-situ. El tipo de agitacion que ofrecen el tipo ancla y el tipo hélice son ligeramente diferentes. Las
hélices generan mayores vértices y son mas energéticas, en cambio las de tipo ancla son adecuadas

par arrastrar el material mas cercano a las paredes del reactor y para procesos no tan energéticos.

Figura 6.1. Fotografia de las 3 varillas agitadoras usadas en las reacciones de escalado.

Todos los escalados se realizaron ademads en en el interior de una campana de extraccién de pie que
permite entrar fisicamente para la manipulacion de los reactores y el intercambio de equipos de

agitacion/emulsion.

La optimizacién del escalado se llevé a cabo para los tres métodos de encapsulacidn (coacervacién,
polimerizacion interfacial y polimerizacion in-situ). Cada sistema de escalado inicialmente se ha
estudiado con Miglyol y posteriormente con la fragancia objetivo TROPICAL, siguiendo el mismo
modelo de optimizacién usado a escala laboratorio. Los resultados que se muestran a continuacion
son Unicamente los correpondientes a la encapsulacion de la fragancia TROPICAL y como punto de

partida para los escalados se usaron las condiciones optimizadas a escala laboratorio
6.2. Escalado del método de polimerizacion in-situ

Las condiciones usadas en la sintesis a escala laboratorio y escalado se reflejan Tabla 6.2.
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Condiciones

Escala laboratorio (120 g)

Escalado (1.2 Kg)

Fase acuosa

Estabilizante

Solucién prepolimero

Fase aceite

pH

Temperatura

Emulsionador

Agitacion

70g

Poly-SMA (3%)
20 g (3g Melamina + 5g
Formaldehido 37 %p/p+
10g Agua +TEA)

30 g TROPICAL

De 8 a 5 (Acido acético 10%p/p)
30-85°C

5.000 rpm Ultra-Turrax®T25
(15min)

800-900 rpm

700¢

Poly-SMA (3%)

200 g (30g Melamina + 50g
Formadehido 37 %p/p+
100g Agua +TEA)

300g TROPICAL
De 8 a 5 (Acido acético 10%p/p)
30-85°C

3.000 rpm Ultra-Turrax®T50
(35 min)

250-300 rpm (Varilla 3)

Tabla 6.2. Condiciones para el escalado de cdpsulas MF con fragancia TROPICAL.

Para la agitacion en este escalado se utilizé el reactor de 2 L encamisado. En el reactor se introdujo un
sistema de homogenizacion (Ultra-Turrax®T50) y agitacion con motor provisto con una varilla tipo
ancla (Varilla 3). Dado que la formacidn del polimero MF alrededor de las gotas de fragancia es lenta,
las varillas de tipo hélice (varillas 1 y 2) podrian agitar con demasiada energia e inducir a la ruptura de
capsulas durante las primeras etapas de formaciéon, momento en que las gotas poseen una fina capa

de polimero y baja rigidez.

Para este caso, la preparacién de la solucidon de prepolimero se realizé en un balén de vidrio de 250
mL (200 g de prepolimero) debido a que la cantidad a preparar no requeria un reactor. Para la
generacion de la emulsion se preparé una disolucidn acuosa al 3% de poly-SMA, se aiiadié la fragancia
y se llevd a cabo la emulsién durante 30 minutos con el Ultra-Turrax®T50 y el agitador trabajando a la
vez para fomentar un mayor movimiento del material en el reactor. A continuacion. Cuando la
emulsion estuvo lista se retird el homogenizador y se afiadié la solucion de prepolimero para inducir
la deposicion de la resina sobre la superficie de las gotas. Tras la adicidn se continué homogenizando
la mezcla entre 10-15 minutos para asegurar la maxima difusion del polimero. Pasado este tiempo se
afiadid la solucién de acido acético a través de un embudo de adicion para disminuir el pH (Figura 6.2).

Para mas detalles del procedimiento, consultar Protocolo MF.5.
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Figura 6.2. Montaje del reactor para el escalado de las capsulas MF de TROPICAL. (1) Embudo de adicion
para la adicién del prepolimero y de la solucidn de acético (2) Varilla 3 para la agitacion del sistema (3) IKA®

RW 20 Digital (4) Reactor encamisado de 2L (5) Sistema de recirculacion para control de temperatura.

La reaccion de polimerizacion se monitorizd extrayendo alicuotas de la mezcla y visualizandolas. La
polimerizacidn se llevd a cabo en 4 horas y la temperatura se fue incrementando de 30°C a 85 °C. Las
imagenes de microscopia SEM confirmaron la formacién de las cdpsulas, siendo los tamarios (=15 um)

y el aspecto muy similares al obtenido a escala laboratorio (Figura 6.3).

s P

£, ()

Figura 6.3. Imdgenes SEM de las cdpsulas TROPICAL obtenidas tras la optimizacion del escalado.

No obstante, se observaron fragmentos de material no estructurado (Figura 6.4) posiblemente debido

a los cambios en la agitacion desde escala laboratorio al proceso de escalado.
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Figura 6.4. Imdgenes SEM mostrando la presencia de material sin estructurar.

Las medidas de Mastersizer® de la suspension mostraron varias distribuciones de tamafio (Figura 6.5).
La correspondiente a las capsulas era alrededor de 18 um. Los otros tamanos fueron asociados a

particulas de polimero (=1 um) o agregados de capsulas y material sin estructurar (>100 um).
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Figura 6.5. Distribucion de tamafio de las cdpsulas MF de TROPICAL obtenidas en el escalado.

Para el andlisis cuantitativo de las cdpsulas se liofilizé una parte de la suspension que dio como
producto un fino polvo altamente redispersable en agua. Este polvo fue posteriormente utilizado para
la determinacién de la carga util y el rendimiento de encapsulacién por método indirecto (gravimetria)

(Tabla 6.3).

Cantidad capsulas Metodologia de Rendimiento de Carga util de
Escala de sintesis

analizadas cuantificacion encapsulacion fragancia
Gravimetria
Escalado (1.25 Kg) 6g 83.15 70%
(indirecto)
'H-RMN
Laboratorio (120g) 30 mg N.D. 70-80%
(directo)

Tabla 6.3. Carga util y rendimiento de encapsulacion de las cdpsulas MF Tropical obtenidas en el escalado en comparacién

con los resultados a escala laboratorio.
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El resultado de carga util determinado fue muy similar al obtenido a escala laboratorio (70%). El
rendimiento de la reaccidon también mostré un valor muy alto llegando casi al 90% y dentro de los

valores objetivo.

Finalmente, para la determinacién de la cantidad de formaldehido libre en la suspension obtenida, se
realizaron test colorimétricos con unos rapidos test de tiras (QUANTOFIX®) tal y como se muestra en

la Figura 6.6.

1mL crudo
9 mL agua
10 gotas FOR

Figura 6.6. Procedimiento para la determinacion de formaldehido libre. a) Inmersion de la tira indicadora en
la solucién a analizar con la dilucion especificada; b) determinacion de la concentraciéon de formaldehido

(ppm) en relacién al color obtenido.

En un vial se prepara una solucién de 1 mL de la suspensidn, 9 mL de agua (para lograr una dilucién
1:10) y 10 gotas de una solucién de formaldehido proporcionada por el kit. La parte reactiva de la tira
se sumerge en esta solucidn, se retira el exceso de agua y el color que aparece al cabo de 1 minuto se
compara con una escala de colores directamente relacionada con ppm de formaldehido. Este test se
realiza en unos pocos minutos por lo que es un procedimiento muy rapido para determinar el
formaldehido libre. El Unico detalle a tener en cuenta es que siempre se debe evaluar el color
transcurrido el mismo periodo de tiempo (1 minuto). La parte reactiva de la tira tiende a seguir
reaccionando dando lugar a colores mas intensos (en este caso violeta) en el caso de que haya

formaldehido presente. Es por ello que es muy importante controlar el tiempo para realizar

196



Escalado de los Métodos de Encapsulacion

evaluaciones y comparativas lo mas reproducibles posible. Con este test se analizd el crudo de

reaccién del escalado dando lugar al siguiente resultado.

Muestra analizada Cantidad determinada Cantidad extrapolada al crudo

1 g de muestra en 10 g totales
100-200 ppm 1000-2000 ppm
(dilucion 10%)

Tabla 6.4. Resultados obtenidos de la cantidad de formaldehido libre determinada.

Como se puede ver en la Tabla 6.4, el contenido de formaldehido libre detectado fue bastante alto.
De hecho, esta suspensidén no estaria permitida aplicarla directamente porque superaria los niveles

legales en la mayoria de los casos (apartado 3.1.2)

Para reducir la cantidad de formaldehido se afiadié una cantidad de disoluciéon de amoniaco sobre 10
mL de suspension (1% p/p NHs) y se agitoé suavemente durante 2 h a pH=8. Tras tratamiento se pudo
observar el descenso de las concentraciones mediante el método colorimétrico con el kit de tiras

(Figura 6.7, Tabla 6.5).

Figura 6.7. Determinacion colorométrica del formaldehido libre en la suspension de microcdpsulas obtenidas en el
escalado: a) antes de tratar b) tras el tratamiento con NH3 (1%p/p).

Muestra analizada Cantidad determinada Cantidad en el crudo
Sin amoniaco 100-200 ppm 1000-2000 ppm
10 mL Amoniaco 1%p/p 40 ppm 400 ppm

Tabla 6.5. Valores determinados de formaldehido libre con muestras tratadas con amoniaco y sin tratar.

La cantidad de formaldehido se pudo reducir a la mitad tras este tratamiento con el amoniaco como
atrapador. Tanto la cantidad de amoniaco como las condiciones del tratamiento podrian ser
optimizadas para una reduccidn de los niveles mas efectiva. No obstante este anlisis tiene un factor
de subjetividad al tratarse de una interpretacién de los colores. Pequefias variaciones en la tonalidad

resultan en cambios de +200-400 ppm de formaldehido. Por ello en el futuro se investigaran otras
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técnicas mas exactas para determinar el contenido de formaldehido como podria ser espectroscopia

UV-VIS (mediante aditivos que cambien de color al reaccionar con formaldehido) o por GC-MS.

El escalado de la sintesis de microcapsulas de TROPICAL por polimerizacion interfacial (poliamida) ha
requerido de un proceso de optimizacion ya que el simple incremento de las cantidades de los
mondmeros no proporciond los mismos resultados que a escala laboratorio. En este sistema, como se
mostrara a continuacion, los métodos de agitacion, de emulsiéon y de adicidon de reactivos se han

tenido que reoptimizar respecto a los establecidos a escala laboratorio.

6.3.1. Optimizacion del proceso de escalado

El montaje para la encapsulacién por polimerizacion interfacial (Figura 6.8) consta de un sistema de
agitacién (motor con Varilla 1) y un homogenizador Ultra-Turrax® T50. El sistema de agitacion es
necesario para transportar el material cerca del homogenizador, dando la posibilidad de emulsionar
volimenes mas grandes en menos tiempo. El termostato y sistema de recirculacién se usaron para
mantener el reactor a una temperatura constante durante la reaccién (exotérmica) de

policondensacion.

Figura 6.8. Montaje realizado para la sintesis de cdpsulas de poliamida con sus diferentes elementos. (1)
Homogenizador Ultra-Turrax® T50, (2) Agitador IKA RW Basic 20 Digital con Varilla 1, (3) Embudo de
adicidn, (4) Reactor de 2 L encamisado con sumidero, (5) Sistema de recirculacion con control de

temperatura.
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Inicialmente se disolvid el cloruro de tereftaloilo (TR) en la fragancia. Sucesivamente se afiadié la
disolucién acuosa de PVA y se homogenizé la mezcla con el sistema descrito. Con este montaje, se
consiguié obtener una emulsion homogénea con un tamafio de gota de 3-10 um observado por
microscopio éptico. El homogenizador Ultra-Turrax® se mantuvo encendido durante la etapa posterior
de polimerizacién siguiendo la manera establecida a escala laboratorio. No obstante, al afiadir la
disolucién de amina mediante un embudo de adicién de manera controlada (5 mL/min) se produjo un

aumento sustancial de la viscosidad y se generaron agregados.

Aunque se incrementd la velocidad de agitacién para inhibir la formacion de estos agregados, se
observé que la agregacion ocurrida era irreversible. Como se puede comprobar en las imagenes de
SEM y microscopio Optico (Figura 6.9), las cdpsulas se habian formado, pero se encontraban

agregadas, confirmando la observacién macroscopica de la formacién de agregados.

Figura 6.9. a) Imagen de microscopio dptico de los agregados de cdpsulas PA de TROPICAL; b,c) imagenes

SEM de estos agregados.

Para evitar esta agregacidon se propusieron cambios de las condiciones experimentales, sobretodo

incidiendo en los siguientes puntos:

e Incremento de la cantidad de PVA para estabilizar las gotas*.

e Apagado del homogenizador en el momento de la polimerizacién*.

e Reduccidn de la cantidad de dietilentriamina (DETA) afadida*.

e Aumento de la cantidad de cloruro de terftaloilo (TR) disuelto en la fragancia*.
e Aumento de la agitacion mecdnica del sistema.

e Disminucién dela temperatura para ralentizar la reactividad.

e Evitar el uso de NaOH para la solucién de DETA.

Concretamente las modificaciones en los apartados marcados con asterisco fueron las que

permitieron superar el problema de agregacién observado. Las pruebas previamente se realizaron a
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escala laboratorio (50 g) hasta comprobar el éxito de la sintesis y posteriormente se adaptaron a las

condiciones a una escala de 1.2g (reactor 2L). Los cambios principales fueron los siguientes:

> Incremento de PVA

Se aumentd la concentracion de PVA en la fase acuosa hasta un 3% en peso que permitié estabilizar

de manera mas eficiente la emulsidn de la fragancia para tamafos de gota tan pequeiios (<10 um).

> Incremento cantidad de cloruro de acido

Se incrementd la cantidad de cloruro de acido ya que las capsulas obtenidas presentaban poca
resistencia al secado, lo que se podria explicar por la presencia una corteza muy fina. Probablemente
esto fuera debido a la falta de mondmero en la fragancia que provocaba la terminacién prematura de

la polimerizacion (Figura 6.10)

Figura 6.10. Imagen SEM de cdpsulas de poliamida con un déficit de TR.
> Parada del homogenizador en la polimerizacién

Se decidié proceder a la parada del homogenizador durante la adicion de la amina y el comienzo de la
polimerizacidn para evitar posibles rupturas de cdpsulas durante su formacién debido a la gran energia

aplicada por el homogenizador (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Posibles efectos del homogenizador Ultra-Turrax® durante la polimerizacion interfacial.
» Reduccidn de la DETA y dilucion de la solucion acuosa B (solucion de DETA)

Finalmente, se decidid reducir la concentracion de la DETA en la fase acuosa B. Cuando se anadieron
pocas gotas de la fase acuosa B sobre la emulsidén se empezd a evidenciar el proceso de agregacion,
sefial de que la polimerizacién se producia demasiado rapido. Ademas, la polimerizacion se producia
localmente en el punto de adicidn ya que la amina reaccionaba antes de poder difundir al resto de la
emulsion. Otra inciativa para minimizar esa velocidad de reaccién fue no basificar la fase acuosa B con

NaOH ya que la reactividad sigue manteniéndose sin la presencia de esta base.

En la Tabla 6.6 se muestra de manera resumida los cambios realizados a escala laboratorio para la

correcta encapsulacién de la fragancia.

Modificacion Inicial Optimizacion
Concentracién estabilizante 2% m 3%
Cantidad cloruro 125¢ m 16.6
. L Homogenizador y agitacién Sélo agitador tras la
Sistema agitacion .
todo el proceso emulsion
Solucién de amina (Fase 70 g amina en 250 de 40 g en 250 de solucién
acuosa B) solucién NaOH m de agua

Tabla 6.6. Tabla resumen de las modificaciones realizadas para la correcta encapsulacion de la fragancia

TROPICAL en el proceso de escalado.

En la Figura 6.12 se muestra el aspecto a través de SEM de las capsulas de TROPICAL tras realizar estas

modificaciones, donde se aprecia la morfologia esférica resistente al vacio y sin agregacion.
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Figura 6.12. Imagen SEM de cdpsulas de poliamida con TROPICAL tras las modificaciones realizadas para la

mejora del escalado.

Las condiciones para ambas escalas se recogen en Tabla 6.7 asi como también en el Protocolos PA.4

(escala laboratorio) y el Protocolo PA.5 (proceso de escalado).

Escalado (1.25 Kg)

Condiciones Escala laboratorio (50 g)

Fase acuosa A 40g 1000g
% Estabilizante (PVA 20-98) 3%p/p (1.2g) 3%p/p (30g)
Cantidad de fragancia 10 g TROPICAL 250 g TROPICAL
Cloruro (TR) 0.665 g en Fragancia 16.625 g en Fragancia
Amina (DETA) 2g 20gx2
Fase acuosa B 10 g (No NaOH) 250 g (No NaOH)
16.000 rpm Ultra-Turrax®T25 5.000 rpm Ultra-Turrax®T50

Emulsificacion
15min 15 min

Agitacion mecanica 400 rpm 600 rpom IKA®RW 28 Basic

Tabla 6.7. Condiciones optimizadas para el escalado de cdpsulas de poliamida.
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6.3.2. Sintesis optimizada

Tras describir todas las modificaciones realizadas a escala laboratorio para la mejora del proceso, se
llevd a cabo el escalado en el reactor de 2L segln las condiciones de la Tabla 6.7. La Unica diferencia
importante en el procedimiento fue que la adicién de amina se llevé a cabo mas lentamente para
evitar la agregacion. Para ello se realizaron dos adiciones de 250 mL de solucién al 8% en DETA en

lugar de una Unica al 16%.

Durante la adicion de DETA se monitorizé el estado de la suspensidon tomando alicuotas cada cierta
cantidad afiadida (Tabla 6.8). La velocidad de adiciéon de la DETA se establecié en 15 mL/min

aproximadamente y cada 50 g de solucién afiadida se sacé una alicuota para su posterior analisis por

SEM.
Solucién de DETA Equivalentes
mmoles TR DETA anadida (g} mmoles DETA
afiadida (g) DETA*
82 50 4 38.7 0.71
82 100 8 77.54 141
82 150 12 116.31 2.12
82 200 16 154.8 2.83
82 250 20 198.5 3.54
82 350 28 271.3 4.96
82 400 32 309.6 5.6
82 450 36 348.3 6.38
82 500 40 387 7.08

*1 equivalente: 54.6 mmol
Tabla 6.8. Cantidades afiadidas de DETA durante el proceso.

A continuacién en la Figura 6.13 se muestran las imagenes obtenidas por SEM en las etapas mas

relevantes en funcidén de amina afadida sobre la emulsion.
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Figura 6.13. Imdgenes SEM mostranto la evolucion del aspecto de las cdpsulas en funcion de la DETA afiadida: a) 50 g; b)
15049, c) 350 g; d) 500 g.

En la primera etapa (Figura 6.13.a) se puede apreciar como las capsulas no se han formado todavia
debido a que aun no se han alcanzado las cantidades minimas necesarias para la formacién del
polimero que genere una corteza suficientemente gruesa y resistente. Tras afiadir 150 y 350 g se
obtuvieron capsulas que mantenian la forma esférica durante su observacién por SEM y con un

tamafio comprendido entre 2 y 10 um (Figura 6.13.b y c).

La distribucion de tamafio analizada con Mastersizer® mostré una gran polidispersién en comparacion
al producto obtenido a escala laboratorio (Figura 6.14). Esto fue debido a que las capsulas se
agregaron irreversiblemente en el periodo de almacenamiento previo al andlisis (7 dias), confirmando
la necesidad de afiadir un estabilizante que las mantuviera separadas. El perfil de distribucion de

tamafios sin agregacidn debe ser parecido al que se muestra en el apartado 4.3.2.3.
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Figura 6.14. Distribucion de tamafios de las cdpsulas de TROPICAL obtenidas en el escalado y comparcion

con el perfil obtenido a escala laboratorio.
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Posteriormente, parte de la suspensién se liofilizd para determinar la carga y el rendimiento de
encapsulacién. Las capsulas presentes en el sélido obtenido tras la liofilizacidn fueron complicadas de
romper mediante aplicacion de acetona ya que el PVA (usado como estabilizante en la emulsidn)
presente en la suspensidn mantuvo unidas las capsulas e hizo de barrera, impidiendo la correcta
ruptura y extraccién del contenido. Por ello, se decidié efectuar la ruptura de las cdpsulas y extraccion
de la fragancia con acetona a partir de la suspensién acuosa. Tras romper las capsulas, se filtraron y
se cuantificd la carga util y el rendimiento de encapsulacion pesando el sélido recogido (material de

corteza). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.9.

Cantidad capsulas Metodologia de Rendimiento de Carga util de
Escala de sintesis

analizadas cuantificacion encapsulacion fragancia
Gravimetria
Escalado (1.25 Kg) 25 g (susp.ac) 83.15 57.2%
(indirecto)
H-RMN
Laboratorio (50g) 30 mg N.D. 60%
(directo)

Tabla 6.9. Tabla de resultados cuantitativos de las cdpsulas de poliamida.

La carga util deteminada para estas capsulas (57.2%) resultd ser parecida a la estimada en la sintesis
a escala laboratorio (apartado 4.4), lo que se considerd aceptable dentro de los requisitos del proyecto

y cercano a los resultados obtenidos en el proyecto MICROFRAG (80%).

Las sintesis de cdpsulas TROPICAL por coacervacion compleja fueron realizadas inicialmente en
reactores encamisados de 500 mLy 1 L para cdpsulas mononucleares grandes (>50 um) mediante el

montaje que se muestra en la Figura 6.15.
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Figura 6.15. Montaje para el escalado de las sintesis por coacervacion compleja en el reactor de 500 mL (1) Agitador

IKA®RW 20 Digital (2) Ultra-Turrax®T25 (3) Reactor encamisado de 500 mL (4) Criotermostato para control de temepratura

Las condiciones utilizadas para estas sintesis de muestran en la Tabla 6.10.

(5) Soporte.

Escala laboratorio

Pre-Escalado

Pre-Escalado (0.9 kg)

Condiciones (0.44kg)

(54 g)
Solucidn gelatina

25 g (2% p/p) 200 g (2% p/p) 400 g (2% p/p)
(GELsol)
Solucién goma

25 g (2% p/p) 200 g (2% p/p) 400 g (2% p/p)
arabica (GAsol)
Temperatura 50 °C 50 °C 50 °C
pH 4,109 4.21 4.21
Fragancia 4 g TROPICAL 32 g TROPICAL 64 g TROPICAL

Emulsificacion

Enfriamiento

Tiempo de emulsidn

Agitacion mecdnica

3.000 rpm Ultra-
Turrax®T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5°Cen 30 min

5 min

750 rpm

3.000 rpm Ultra-
Turrax®T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5°Cen 30 min
15 min

300 rpm (Varilla 1,
IKA®RW 20 Digital)

3.000 rpm Ultra-
Turrax®T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5°Cen 30 min
15 min

400 rpm (Varilla 1,
IKA®RW 20 Digital)

Tabla 6.10. Condiciones para las sintesis pre-escalado en los reactores de 500 mLy 1 L.
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En todos los casos se obtuvieron microcapsulas monunucleares de fragancia con caracteristicas muy
similares a las obtenidas a escala laboratorio, tanto en tamario (50-100 um), morfologia y en carga util
(50-65%). En la Figura 6.16 se muestran imagenes de microscopia éptica y SEM de la sintesis en el

reactor de 1L.

Figura 6.16 a) Imagen de microscopio dptico de cdpsulas de TROPICAL mononucleares obtenidas en el reactor de 1L; b)

Imagen SEM de las mismas cdpsulas.

Debido al éxito de las sintesis realizadas en estos reactores intermedios, a estas alturas se decidid
realizar escalados a mayores volumenes. Los tipos de cdpsulas a sintetizar y sus respectivos volimenes

se muestran en la Tabla 6.11.

Volimenes de reaccién
Tipo de capsula Nucleo Reactor
aproximados

1.Mononuclear 2 50 um Tropical 1L 2L
2.Mononuclear < 50 um Tropical 25L 5L

Tabla 6.11. Resumen de los diferentes tipos de cdpsulas a escalar por coacervacion.

6.4.1. Escalado de capsulas mononucleares 250 um

Aunque las capsulas mononucleares de tamafio mayor (250 pum) no se consideraron adecuadas para
el uso en suavizantes, se decidié corroborar su escalabilidad ya que, al menos a escala laboratorio, era
el sistema mas facil de reproducir por coacervacion. Las condiciones utilizadas para este proceso de

escalado se muestran en la Tabla 6.12 asi como también en el Protocolo CO.4.
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Condiciones

Escala laboratorio (54 g)

Escalado (1.1 kg)

Solucion gelatina (GELsol)
Solucién goma ardabica (GAso)
Temperatura

pH

Fragancia

Emulsificacion

Enfriamiento

Tiempo de emulsidn

25 g (2% p/p)
25g (2% p/p)
50 °C
4.21
4 g TROPICAL

3.000 rpm Ultra-
Turrax®T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5°Cen 30 min

5 min

500 g (2% p/p)
500 g (2% p/p)
50 °C
4.21

80 g Tropical P780765

3.000 rpm Ultra-Turrax®T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5 °C en 30 min

15 min

400 rpm-250 rpm (Varilla 2,
Agitacion mecanica 750 rpm

IKA®RW 28 Basic)

Tabla 6.12. Condiciones para el escalado de cdpsulas mononucleares TROPICAL en el reactor de 2L.

Como puede apreciarse en la Tabla 6.12, las cantidades de los componentes (nucleo, polimeros)

fueron 20 veces mas que las utilizadas a escala laboratorio.

La temperatura y el pH, la velocidad de emulsificacion y la proporcion en polimero/fragancia (1:4) se
mantuvieron iguales al proceso en escala laboratorio. El tiempo de emulsificacién se aumenté a 15
minutos debido al mayor volumen a emulsionar. La agitacién continuada de la mezcla durante las

distintas etapas se llevé a cabo mediante un sistema de motor y varillas.

La sintesis optimizada a escala laboratorio consta de una etapa de emulsificacién con Ultra-Turrax®
seguida por otra de agitacidn constante durante la gelificacion. Esto se realizaba afiadiendo el iman
agitador previamente o inmediatamente después de la emulsificacion y encendiendo la placa

agitadora ya situada bajo el vaso de reaccién.

A escalas mayores la agitacién magnética se sustituye por varillas mecdnicas accionadas por un motor,
por lo que el cambio de emulsificacién a agitacion requiere de un cambio de equipamiento. Este debe
realizarse sin detener en ninglin momento la agitacidon del medio, ya que supondria la pérdida de la

homogeneidad de la emulsién.

Para evitar esto, previo a esta sintesis se realizé un intento de escalado usando Unicamente el motor

de agitacion también para la generacion de la emulsién. El objetivo era simplificar el montaje y evitar
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el cambio de equipo (sin usar homogenizador en paralelo), no obstante, la menor energia aportada
por la varilla, y el poco poder emulsionante de la gelatina, no permitié conseguir una emulsion estable

ni por lo tanto capsulas.

El reactor de 2 L usado tiene la anchura y el volumen adecuado para poner al mismo tiempo el
homogenizador y la varilla de agitacion. Con este montaje, inicialmente se activa el homogenizador
para la formacion de la emulsién O/W vy la agitacion para mover de manera homogénea todo el
contenido del reactor. Tras la obtencién de la emulsién se puede retirar el homogenizador sin

entorpecer el funcionamiento del agitador. En la Figura 6.17 se muestra el montaje descrito.

Figura 6.17. a) Montaje realizado para la sintesis de cdpsulas por coacervacion en el reactor de 2 L (1) Reactor
encamisado de 2 L (2) Sistema de recirculacion para control de temperatura (3) Agitador IKA®RW 28 Basic (4) IKA®Ultra-

Turrax®T50; b) Emulsion con los sistemas de agitacion y homogenizacion acoplados a la vez.

La sintesis optimizada se realizé finalmente con el homogenizador Utra-Turrax®T25, el mismo usado
a escala laboratorio, ya que el Ultra-Turrax®T50 demostré tener demasiada potencia, obteniéndose

tamafios de gota demasiado pequefios incluso a rpm menores.

El resultado de la sintesis fue la formacion de cdpsulas mononucleares de aspecto y tamafio muy
similar al obtenido en sintesis de laboratorio, aunque se observé una mayor cantidad material de
corteza. Esta mayor cantidad de polimero se aprecid tanto en microscopia dptica como electroénica,
donde las capsulas liofilizadas mostraban una gran rugosidad en la mayor parte de la corteza (Figura

6.18).
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Figura 6.18. a) Imagen de microscopio dptico de las cdpsulas TROPICAL obtenidas en el escalado; b) Imagen

SEM de las mismas cdpsulas.

El andlisis de distribucion de tamafio (Figura 6.19) mostrd una baja polidispersién, siendo la mayoria

de las cdpsulas de un tamafio parecido superior a >50 um y el mayor volumen alrededor de 100 pum.
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Figura 6.19. Distribucion de tamarios de las cdpsulas TROPICAL obtenidas por coacervacion compleja (>50

um) en el reactor de 2L.

Tras la finalizacion de la reaccidn se extrajo una fraccién representativa de la suspensidn, se liofilizd y
posteriormente se determiné la carga util y rendimiento de encapsulacién correspondientes mediante

el método gravimétrico. Los datos extraidos de este procedimiento se muestran en la Tabla 6.13.

Escala Métodologia de Carga util (%) Rendimiento de
cuantificacion encapsulacion
50g 'H-RMN (directa) = 55% = 60%
Gravimetria
1kg ~65% = 50%
(Indirecta)

Tabla 6.13. Carga util y rendimiento de encapsulacion de cdpsulas mononucleares de TROPICAL a escala de 1 kg y 50 g.

Tanto la carga util como el rendimiento de encapsulacidn fueron parecidos en las dos sintesis,

confirmando la escalabilidad del proceso.
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6.4.2. Escalado de capsulas mononucleares < 50 um

El problema principal advertido en la sintesis de capsulas mononucleares de <50 um a escala
laboratorio fue el gran incremento de la viscosidad durante la gelificacion. El uso del sistema

motor/varillas en el escalado asegura una agitacion homogénea también en sistemas mas viscosos.

Para este escalado se decidié trabajar con una mezcla total de sintesis de 2.9 kg (50 veces la cantidad
a escala laboratorio), lo cual hizo necesario usar el reactor de 5 L. Las condiciones de la sintesis estan

resumidas en la Tabla 6.14 y en el Protocolo CO.5.

Escalado (2.9kg)
Condiciones Escala laboratorio (58 g)
Solucidn gelatina (GELsol) 25 g (4%p/p) 1250 g (4% p/p)
Solucién goma arabica (GAsoi) 25 g (4% p/p) 1250 g (4% p/p)
Temperatura 50 °C 50 °C
pH 421 4.21
Fase aceite 8 g TROPICAL 400 g TROPICAL

Emulsificacion

Gradiente de enfriamiento

Tiempo de emulsion

Agitacion mecanica

8.000 rpm Ultra-Turrax®
T25

50-25 °C en 30 min
25°C-5°Cen 30 min

5 min

800-900 rpm

2.000 rpm Ultra-Turrax®T50

50-25 °C en 50 min
25°C-5 °C en 30 min
15 min

350 rpm (Varilla con 2
IKA®RW 28 Basic y Varilla 1

con IKA®RW 20 Digital)

Tabla 6.14. Condiciones para el escalado de cdpsulas mononucleares de <50 um.

Todas las fases (incluso la disolucién de los polimeros) han requerido el uso de dos reactores

encamisados.

Para el reactor de 5L (destinado a la sintesis de las microcapsulas) no fue posible realizar el montaje
anterior de Ultra-Turrax® y motor de agitacion debido a su boca estrecha (Figura 6.20.a). Por esta
razon, en el reactor de 2L de boca ancha provisto de un motor de agitacion con la Varilla 1l se prepard
la emulsién de la fragancia en la disolucion de gelatina. La anchura del reactor permite introducir el
vastago del homogenizador (en este caso el Ultra-Turrax T50®) hasta la mezcla junto al motor de

agitacién sin impedimento. Asi pues, se emulsiona la mezcla con el homogenizador mientras se agita
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con el motor para asegurar la maxima homogenizacion (como se realizé en las sintesis de capsulas >50

pm.

Cuando la emulsién estuvo preparada se transfirié al reactor de 5L mediante un tubo de silicona
conectado des del sumidero del reactor de 2L hasta la boca del reactor de 5L. El tiempo empleado
para la transferencia (2-3 minutos) fue mas breve que si se tuviera que realizar un cambio de
equipamiento, con las correspondientes paradas en la agitaciéon. Una vez que toda la emulsidn se
transfirid alreactor de 5L se afiadid la disoluciéon de goma arabica. La Figura 6.20.b muestra el

momento de la transferencia de la emulsion de un reactor a otro.

Figura 6.20. a) Montaje disefiado para reaccién de coacervacion con sus diferentes elementos; (1): Agitador
IKA®RW Basic 20, (2) Soporte del agitador, (3) Sistema de recirculacion con control de temperatura (4).
Reactor encamisado de 5 L con sumidero, (5) Varilla 2, (6) Soporte reactor; b) Transferencia de la emulsion
des del reactor de 2 L al de 5 L (7) Reactor de 2 L con la emulsién de fragancia en la solucion de gelatina, (8)

Tubo de silicona usado para la transferencia por gravedad.

A continuacién se agité la mezcla durante 5 minutos y se ajustd a pH 4.21 mediante una solucion de
acético al 10%p/p para inducir a la coacervacion. La medicidn de pH se realizé6 mediante un pHmetro
sumergido en la mezcla. La agitacidn con la hélice permitié mover eficientemente todo el volumen del
reactor, aunque se aplicé una agitacién suave para evitar posibles rupturas de las capsulas. El descenso
de la temperatura para inducir a la gelificacion se realizé6 mas lentamente (-0.5°C/min) para poder
controlar mejor los grandes cambios de viscosidad que se generan. En el momento de bajar la
temperatura hasta los 25-20 °C se observé un aumento de viscosidad aunque la agitacidn con hélice

permitié mantener una agitacién constante.
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A nivel macroscépico la suspensidn obtenida tenia un aspecto muy homogéneo. Al analizar la muestra
en el microscopio 6ptico y SEM se pudo confirmar la formacion de microcapsulas de tamanio inferior

a 50 um (20-30 um) (Figura 6.21).

a)

Figura 6.21. a) Imagen de microscopio dptico de las cdpsulas TROPICAL; b,c) imdgenes SEM de las cdpsulas secadas al aire;

d) Imagen SEM de las cdpsulas tras la liofilizacion.

Tras la sintesis, se analizé la suspension obtenida por Mastersizer®, que mostré un tamafio de capsulas

en torno a 40-45 um (Figura 6.22).
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Figura 6.22. Distribucion de tamafios de las capsulas TROPICAL por coacervacion compleja (<50 um).
El tamafio esperado inicialmente para estas capsulas era 10-20 um, ya que era el tamaino de gota
obtenido en la emulsidn, aunque probablemente la formacién de estructuras multinucleares provocé
un ligero incremento de los diametros. Posteriormente parte de la suspensidon fue liofilizada para su
caracterizacién. El SEM mostrdé que las cdpsulas mantuvieron su estructura tras ser secadas por

liofilizacidn con una ligera agregacion entre ellas (Figura 6.21.d.)
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Para determinar la carga util y el rendimiento de encapsulacion de las capsulas se recogio una alicuota
del crudo (20g) de reaccién y se liofilizé. Como en el escalado se disponia de mayor cantidad de
suspension de cépsulas, se decidio realizar el método de cuantificacion por gravimetria (apartado
5.3.5.1). Para ello, el sdlido recogido se tratd con acetona bajo fuerte agitacidon y a continuacién se

filtrd. Los valores cuantitativos obtenidos mediante este procedimiento se muestran en la Tabla 6.15.

Cantidad capsulas Metodologia de Rendimiento de Carga util de
Escala de sintesis

analizadas cuantificacion encapsulacion fragancia
Escalado (2.5 Kg) 343¢g Gravimetria N.D. 57.1%
Laboratorio (50-60 g) 30 mg 'H-RMN 50-60% 60%

Tabla 6.15. Pardmetros cuantitativos de las cdpsulas de coacervacion de Tropical (<50 um) en comparacion con los

obtenidos a escala laboratorio.

El rendimiento de encapsulacién no se calculé debido a que para esta sintesis no se realizé un proceso
de lavado, por lo que en solucién podria haber polimero disuelto a pesar de haber trabajado en un pH
O6ptimo. La carga util determinada resultd ser similar al valor obtenido en la sintesis a escala

laboratorio por lo que se considerd aceptable.

A continuacién, en la Tabla 6.16 se muestra una comparativa de diferentes aspectos técnico-

econdmicos de los tres procesos de encapsulacion escalados.

Técnica Coac. Compleja Pol. Interfacial Pol. In-situ
Tiempo por sintesis 3-4h (24h*) 1-2h 5-6 h
Uso de energia Moderado Bajo Alto
Dependencia de los
’ Moderada Moderada Alta
parametros
Carga util 60-65% 57% 70-80%
Concentraciones** 15-20% 15-25% 25-30%
Toxicidad producto Muy Baja Baja-Moderada Moderada-Alta
Precio/Kg susp*** 7.13 €/Kg 4.04 €/Kg 4.41 €/Kg

* Con proceso de cross-linking
** Concentracion en cépsulas del crudo de reaccion (%p/p)
*** Precios Sigma-Aldrich® para los reactivos + precio de la fragancia TROPICAL (9.3 €/Kg)

Tabla 6.16. Comparativa de los diferentes procesos escalados de encapsulacion.
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» Aspectos técnicos

Cada uno de los procesos tiene diferentes comportamientos a los cambios mas relevantes como son
la temperatura, el pH o agitacién. Por ejemplo, los procesos de coacervacién compleja y
polimerizacidn in-situ requieren altas temperaturas y largos tiempos de sintesis por lo que el gasto de
energia es considerable en comparacién con la técnica de polimerizacién interfacial. La sensibilidad a
cambios de pH, temperatura o concentracion de reactivos se ve manifestada en mayor medida en las

técnicas quimicas, marcando claramente la diferencia entre capsulas correctamente formadas o no.

» Suspensiones obtenidas

Las condiciones optimizadas de las sintesis de capsulas permiten obtener suspensiones acuosas con
una concentracion de 15-30% en peso de capsulas. Considerando que en el mercado se comercializan

suspensiones entre 30-40%, unos de los trabajos futuros seria alcanzar concentraciones mas altas.

» Toxicidad

Respecto a la toxicidad, es evidente que las cdpsulas mas biocompatibles son las obtenidas con
biopolimeros mientras que la suspension mas toxica es la obtenida mediante polimerizacion in-situ

por la presencia del formaldehido.

» Aspectos econdmicos

Por ultimo, y no menos importante, es la comparativa del precio de las capsulas obtenidas donde se
aprecian diferencias de precio sobretodo por los precios de los materiales de corteza. Por supuesto,
en el precio mostrado de las suspensiones de microcapsulas no se incluyen los gastos relacionados a
la energia, personal o los estabilizantes. Estos factores elevarian légicamente el precio final del
producto, no obstante, el precio de los reactivos se reduce notablemente si se compran en grandes
cantidades a mayoristas. Por ejemplo, para la técnica de coacervacion, el hecho de adquirir los
biopolimeros a escala industrial (toneladas) abarataria el valor de la suspension hasta en un 70%. Esta
reduccion en los precios también se podria alcanzar en los materiales de corteza para cdpsulas de MF

y PA.

El continuo contacto con clientes dentro del ambito de la perfumeria y la cosmética a nivel estatal ha
ofrecido una visién global de los precios de mercado de distintas suspensiones de microcapsulas.
Segun los datos recogidos, el rango de precios oscila entre 15-50 €/Kg que abarcan desde precios de
magquila a precios de venta directa y distintos tipos de nucleos encapsulado. Teniendo en cuenta estos
datos, se puede apreciar como la sintesis de cdpsulas por parte de CARINSA podria competir a nivel

econdmico con productos basados en suspensiones acuosas de microcdpsulas.
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» Equipamiento para la industrializacion

En relacion al equipamiento para las distintas encapsulaciones, seria necesario un reactor que

cumpliera con las siguientes caracteristicas:

e Sistema de agitacién con motor

e Homogenizador

e Control de temperatura y sistemas de refrigeracion/calentamiento controlado
e Sensor de pH

e Diferentes tipos de entradas para la adicion de reactivos

e Salida para toma de muestras

e Sumidero inferior

e Tapa superior hermética

Finalmente, para concluir este capitulo, es importante remarcar que el escalado de todos los procesos

ha supuesto un enorme reto pero a la vez ha proporcionado mucho conocimiento sobre cdmo afectan

todas las variables en la sintesis en estas proporciones y que no se pueden detectar de manera tan

evidente a escala laboratorio.

Del trabajo realizado en los escalados de los tres métodos de encapsulacidn se sacé las siguientes

conclusiones:
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Se ha encapsulado la fragancia TROPICAL por polimerizacidn in-situ mediante un escalado de
la reaccién optimizada (1.2 Kg totales). La carga util obtenida fue similar a escala laboratorio
(=70%) y con un tamario aproximado de particula de 18 um.

Se hareducido la cantidad de formaldehido libre en las suspensiones de capsulas MF mediante
el uso de NH; como atrapador.

Se ha tenido que reoptimizar el proceso de escalado para la encapsulacion de la fragancia
TROPICAL por polimerizacidn interfacial. Se aumento la cantidad de PVA, la cantidad de TR, y
se redujo la cantidad de amina. Ademas, se realizaron modificaciones en el sistema de
agitacion/emulsion.

Se ha encapsulado la fragancia TROPICAL por polimerizacidn interfacial mediante un escalado

de la reaccidon optimizada (1.5 Kg totales). La carga util obtenida fue similar a escala
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laboratorio (=57%) y el tamafio observado por microscopia fue similar (2-10pum), no obstante
la determinacion por difracciéon laser no proporciond datos concluyentes.

Se ha encapsulado la fragancia TROPICAL por coacervacidon compleja mediante un escalado
de la reacciones para la obtencién de capsulas monucleares de tamanos >50 pum y <50 um
optimizadas (1 y 2.9 Kg respectivamente). La carga util obtenida fue similar a escala
laboratorio (=55% para las capsulas de mayor tamafio y =57% para las de menor tamafio). El
tamano medio determinado para los dos tipos de cdpsulas fue de 50-100 um y 10-20 um
respectivamente

Los escalados de las capsulas por coacervacion compleja para la obtencién de los distintos
tamafios se han llevado a cabo con la fragancia TROPICAL sin necesitar una reoptimizacion de
la sintesis (como fue necesario en poliamida), demostrando que el proceso es facilmente

escalable también para fragancias complejas de interés para CARINSA.
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El principal propdsito del desarrollo de cdpsulas con fragancias durante este proyecto es para su uso
en productos de detergencia, sobre todo para suavizantes. La idea general es que tras el lavado de las
prendas, las capsulas del suavizante queden atrapadas entre las fibras del tejido y que liberen las

fragancias tras su ruptura por friccion. De esta manera se cumplen una serie de conceptos:

e la fragancia sélo se liberaria en el momento que se lleve la prenda, mientras que quedaria
atrapada durante el almacenamiento.

e Se producirian picos de liberacién intensos y perceptibles de la fragancia.

e Aumenta la duracién de la fragancia en la prenda.

e Se podrian formular sistemas duales de capsulas de fragancias de una formulacién con

fragancia libre de otra composicidn para producir sensaciones olfativas distintas.

7.2.1. Estabilidad y resistencia de las capsulas al pH

Para poder utilizar las cdpsulas en productos de limpieza, como suavizantes y detergentes se tienen
que tener en cuenta la complejidad de estos productos por la gran variedad compuestos que se

incluyen como pueden ser espesantes, enzimas, fijadores, blanqueantes, y fragancias.

Uno de los pardmetros mas importantes a tener en cuenta en las suspensiones de microcapsulas, es
su comportamiento en diferentes pH. Por ejemplo, en el caso de los detergentes, los pH se sitlan en

un rango alcalino (8-10), mientras que el de los suavizantes se encuentra en un rango acido (3.5-5).

Estos pH no son muy extremos, no obstante pueden ser el factor responsable de la inestabilidad
guimica y fisica de las microcdpsulas. Por ejemplo, en una corteza donde haya grupos amino o
carboxilo puede verse alterada su carga superficial y por lo tanto el comportamiento de la capsula.
Por este motivo, se creyé conveniente realizar inicialmente un estudio de estabilidad de las

microcdpsulas a diferentes pH.

Para este estudio se prepararon disoluciones acuosas a pH 2, 4, 8 y 10 con acido sulfirico e hidréxido
sodico y posteriormente se afiadié una cantidad igual de microcapsulas en todos los casos. Las
capsulas se dejaron reposar durante un periodo de 7 dias y se analizaron tanto a nivel macroscépico

como microscopico. El resultado para las diferentes cdpsulas se muestra a continuacion.
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» Cdpsulas GEL/GA

Segun el pH, las capsulas preparadas por coacervacién mostraron un aspecto diferente tanto a nivel

macroscépico como a través del dptico como se puede observar en la Figura 7.1.

Figura 7.1. Aspecto macro- y microscdpico de las cdpsulas de GEL/GA con TROPICAL a diferentes pH.

La muestra 1 (pH=2) mostraba una mayor dispersién de capsulas en la fase acuosa mientras en las
otras se observaba sedimentacién. En el microscopio se observé como la corteza de las capsulas de la
suspension 1 era extremadamente fina o incluso ausente, habiéndose quedado las gotas de fragancia
en forma de emulsién. Esto podria ser debido a la pérdida de la carga negativa de la goma ardbica y
por lo tanto, a la pérdida de la interaccidon electroestatica entre las cadenas poliméricas de la corteza.

Esta hipdtesis se corroboré por SEM, observandose sélo polimero desestructurado (Figura 7.2).

Figura 7.2. Imagen SEM de la muestra 1 tras 7 dias a pH=2.

Las muestras a pH=4 y pH=8 no mostraron ninguna alteracidon perceptible, observdndose en el

microscopio dptico la estructura nicleo-corteza original.
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Por ultimo la muestra a pH =10 mostrd unas capsulas con aspecto deformado aunque con la fragancia
en el interior. Este efecto ya se observé en experimentos donde se tuvo que aplicar un proceso de

entrecruzamiento a pH basicos. La explicacidn sobre este efecto no se acabé de definir del todo.
» Cdpsulas de poliamida

Todas las suspensiones de capsulas poliamida se acumularon en la parte superior de la suspensién al

cabo de una semana. No obstante en el microscopio éptico se detectaron algunas diferencias (Figura

7.3).

Figura 7.3. Aspecto macro- y microscdpico de las cdpsulas PA con TROPICAL a diferentes pH.
A pH acidos, las capsulas se encuentran bien aisladas entre si, aunque la fragancia ocupa una regidn

especifica del nucleo, formando un aspecto de media luna. Esto puede ser debido a la entrada de agua

al interior de la capsula por su mayor permeabilidad, efecto que se explica en el Capitulo 4.

A pH neutros o basicos, este efecto de intrusién de agua no es tan evidente pero se observa una mayor
agregacion. Esto puede deberse a que a estos pH la capsula no es tan permeable al no protonarse las

aminas terminales y esta falta de carga superficial permite una mayor floculacién.
» Cdpsulas MF

A nivel macroscdpico todas las muestras a pH entre 4 y 10 se acumularon en la parte superior de la
suspension mientras que la muestra a pH=2 presentaba un aspecto distinto como se puede comprobar

en la Figura 7.4.
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Figura 7.4. Aspecto macro- y microscopico de las capsulas MF con TROPICAL a diferentes pH.

El analisis por microscopia dptica mostré que la muestra a pH=2 presentaba una agregacion de las
capsulas mientras que el resto se encontraban aisladas entre si. La explicacidén ante esto podria ser
que el poly-MA (pKal=6, pK,2=10) [1], estabilizante anidnico en un amplio rango de pH, tuviera
protonados los grupos carboxilo, y por lo tanto, disminuyera su eficiencia para mantener las particulas

separadas.

7.2.2. Estabilizacion de las suspensiones en combinacion con polielectrolitos vy

modificadores reolégicos

La estabilizacion fisica de las suspensiones de cdpsulas frente a procesos de floculacién, sedimentacion
y agregacion es sumamente importante para las aplicaciones finales asi como también para mantener
la estructura de las capsulas en su almacenamiento y no perder carga util, como se comprobé en
algunas sintesis realizadas. Una manera de reducir esta tendencia es controlar la composicidon quimica
de las capsulas para ajustar densidad, tamafio y carga superficial. De todos modos, tras haber definido
la fragancia a encapsular, la corteza y el didmetro de las suspensiones, no quedan pardmetros a
modificar para evitar procesos de desestabilizaciéon coloidal. Para evitar procesos de agregacion,
floculacidn y/o sedimentacidn es necesario la combinacidn con aditivos incluidos en la suspension de

microcdpsulas. Los propuestos para mejorar la estabilidad coloidal son:

1. Uso de polielectrolitos para evitar la agregacion mediante cargas.

2. Uso de modificadores reoldgicos para disminuir la tendencia a la floculacion/sedimentacion.

En el proyecto de MICROFRAG se definié una formulacidn estabilizante para las capsulas de poliamida
tanto para modificar las propiedades reoldgicas cdmo para mantener a las capsulas separadas entre

si mediante la acumulacién de cargas positivas que generaran fuerzas repulsivas entre si.
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La formulacion que se establecio fue:

» 0.2%p/p de goma de xantano (XG, modificador reolégico o de viscosidad)
» 1%p/p de Poly (diallyl methyl ammonium chloride) o PolyAmCI, un polielectrolito de carga

negativa.

Para definir los aditivos necesarios para estabilizar las cdpsulas sintetizadas en el marco de este
proyecto se hizo un estudio previo del efecto de polielectrolitos y modificadores de viscosidad de las

suspensiones

7.2.2.1. Estudio del efecto de la presencia de polielectrolitos en la estabilidad de las

cdpsulas

Como punto de partida se analizé el comportamiento de cdpsulas de MF aplicadas a medios cargados.

Los medios seleccionados fueron:

» Medio acuoso con predominio cargas positivas (emulando a un suavizante)

» Medio acuoso con predominio cargas negativas (emulando a un detergente)

La eleccidn de usar capsulas MF para estudiar estos efectos de floculacidon/sedimentacion fue por la

mayor resistencia de las cortezas y evitar asi rupturas y agregaciones por otras vias.

Las cdpsulas, con buena dispersién a causa del poly-SMA presente en la suspensidn, fueron limpiadas
para retirar la mayor cantidad del estabilizante anidnico. Tras la limpieza, las capsulas se agregaron
ligeramente, sefial de que se habia perdido la capacidad estabilizante del poly-SMA por la disminucidn

de su presencia (Figura 7.5).

Figura 7.5. Imagen de microscopio dptico de microcdpsulas MF TROPICAL mostrando floculacion tras la

eliminacion de la mayor parte del poly-SMA en disolucion.
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Tras esta observacion, se separd la muestra en dos suspensiones de las cuales una fue estabilizada
con un polianion (Poly-SMA) y la otra con un polication (PolyAmCl Tras esta mezcla se aprecié
rapidamente la desagregacién por la generacion de cargas repulsivas entre las microcapsulas. A partir
de estas suspensiones preparadas se realizd un estudio donde se introdujeron en matrices cargadas

positiva y negativamente.
> Estudio de estabilidad coloidal de capsulas en una matriz de carga positiva (Esterquat)

Las microcapsulas estabilizadas con los correpondientes polielectrolitos se introdujeron en una
solucién al 1%p/p de tensioactivo catidnico (esterquat) En el caso de las capsulas estabilizadas con un
polielectrolito negativo, éstas se agregaron entre si, hasta tal punto que algunas se llegaron a
deformar. Por otro lado, las cdpsulas estabilizadas con el polication, se dispersaron sin ningun

problema por toda la matriz (Figura 7.6).

Carga Carga susp.
matriz capsulas

/-

Carga Carga susp.
matriz capsulas
&~ ¥

Figura 7.6. Imagenes de microscopio dptico de la estabilidad coloidal observada de cdpsulas MF

estabilizadas con polielectrolitos e introducidas en una matriz de carga positiva (esterquat).

> Estudio de estabilidad coloidal de capsulas en una matriz de carga negativa (Poly-SSA)

El otro medio donde las cdpsulas fueron dispersas aplicadas fue uno con poly-4-styrene sulfonic acid
(Poly-SSA) al 1%p/p. Este polielectrolito pertenece a la familia de los polialquilsulfonatos y son usados

ampliamente en formulaciones detergentes.

En el caso de las capsulas estabilizadas con carga negativas, las capsulas se dispersaron correctamente,
por la similitud de cargas. En cambio en el caso de las capsulas estabilizadas positivamente, tendieron
a agregarse. El efecto fue parecido al ocurrido en el caso de la solucion catidnica, donde algunas

capsulas flocularon entre si (Figura 7.7).
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Carga Carga susp. Carga Carga susp.
matriz capsulas :

matriz capsulas

Figura 7.7. Imagenes de microscopio dptico de la estabilidad coloidal observada de cdpsulas MF

estabilizadas con polielectrolitos e introducidas en una matriz de carga negativa (PSSA).

De manera esquematica, los resultados observados tanto macroscépicamente como

microscopicamente vienen respresentados en la Tabla 7.1.

Capsulas estabilizadas con Capsulas estabilizadas con
Poly-SMA (-) PolyAmClI (+)

Matriz: Esterquat (+)

i e +b ‘O

Matriz: PSSA (-)

Tabla 7.1. Resumen esquemdtico de las interacciones entre las microcdpsulas estabilizadas con polielectrolitos y las

distintas matrices donde se incorporaron.
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7.2.2.2. Estabilidad mediante el uso de modificadores de viscosidad

El propdsito de este estudio preliminar fue lograr nuevas formulaciones con propiedades reolégicas
adecuadas con el objetivo de lograr suspensiones de microcapsulas estables en el tiempo. El sistema
optimizado en MICROFRAG usa un biopolimero, la goma de xantano, pero se requiere también el uso

de un polieléctrolito de origen sintético (PolyAmCl).

En este caso se quiso investigar de manera preliminar la capacidad de estabilizacién de las
suspensiones de cdpsulas con el uso de otros compuestos de origen natural. La lista de polimeros

usados se lista a continuacién:

» Goma de xantano: la goma de xantano es un polisacarido obtenido por secreciones de un tipo
concreto de bacterias. A bajas concentraciones es capaz de incrementar la viscosidad de
manera importante, y también tiene la propiedad de ser un polielectrolito negativo a un rango
muy amplio de pH, parecido a a goma arabica.

» Goma arabica: su uso como estabilizante de emulsiones es ampliamente conocido, ademas
de su caracter anidnico en solucién.

» Gelatina: la gelatina a bajas concentraciones es capaz de incrementar la viscosidad del medio,
incrementandose esta al disminuir la temperatura

» Celulosa microfibrilada (MFC): este tipo de celulosa se obtiene mediante un proceso de
fibrilacion obteniéndo como resultado una suspension de fibras de pocos nandmetros de
diametro. Estas suspensiones tienen alta capacidad de retencién de agua y un gran poder
espesante entre otras caracteristicas.

> Alcohol polivinilico (PVA): estabilizante coloidal de carga neutra que dependiendo del grado
de hidrdlisis y el peso molecular, muestra unas viscosidades concretas.

> Quitosano: polisacérido obtenido a partir de la quitina de los caparazones de los crustaceos.
Es soluble a pH &cidos, actuando como polielectrolito positivo y motrando alta viscosidad a

bajas concentraciones

Para su aplicacion en las microcapsulas se usaron diferentes concentraciones, abarcando un rango
desde 2% hasta 0.5% en peso, siendo ésta Ultima concentracion la dptima para realizar los estudios
de seguimiento. La idea inicial fue la de usar la misma concentracidn de cada estabilizante para realizar

comparativas adecuadas.

En la imagen inferior se muestra la evolucién de una suspension de microcdpsulas de poliamida con

la fragancia TROPICAL y su evolucion a nivel macroscépico en 7 dias (Figura 7.8)
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Figura 7.8. Fotografias mostrando el aspecto de las suspensiones de microcdpsulas de poliamida con

TROPICAL en un periodo de 7 dias en combinacion con los diferentes polimeros estabilizantes.

Como puede comprobarse, en el caso de no incorporar ningin modificador de la viscosidad, las
capsulas acaban flotando completamente al cabo de unos dias. Con la goma arabica, la flotacién se
retrasa, pero pasados 7 dias el aspecto acaba siendo igual que la muestra control. Por otro lado,la
gelatina, la goma de xantano y la celulosa si que mostraron capacidad para estabilizar las suspensiones
de microcapsulas durante un largo periodo de tiempo. No obstante, la muestra de gelatina,
finalmente demostrd no ser util ya que se produjo un gel. Este producto sélo seria redispersable tras

la aplicacidn de temperatura para revertir la gelificacion (Figura 7.9)

Flgura 7.9. Suspension de microcdpsulas tras 7 dias con el uso de gelatina como estabilizante.
Las muestras con PVA y el quitosano no se muestran ya que las pocas pruebas realizadas con estos
polimeros no fueron del todo satisfactorias y se descartaron. Para el caso del quitosano, éste precipitd
al mezclarlo con las microcapsulas y en el caso del PVA hubo flotacién, generdndose una capa

compacta de sdlido en la parte superior dificilmente redispersable.

Este estudio por lo tanto, merece especial atenciéon y un desarrollo mas profundo en el futuro,
utilizando diferentes concentraciones y la posibilidad de mezclar algunos de estos polimeros para
dotar a las suspensiones de la mayor estabilidad posible y que a la vez no afecte a su integridad

estructural.
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Como se mostrd en la introduccién, hace ya varios afios que muchos productos de detergencia,
sobretodo suavizantes, incorporan en su formulacién un porcentaje de fragancia encapsulada para
proporcionar un olor duradero tras su aplicacién en la ropa. Esta percepcion sensorial de buen olor
tras varios dias es muy agradecida por el consumidor ya que lo atribuye a ropa limpia y buena higiene

en general.

Por todo esto uno de los objetivos de este proyecto es el de estudiar la adherencia de las capsulas en
tejidos y para ello se evaluaron los tres tipos de capsulas desarrollados con la formulacion Tropical
Fruit 780765 (TROPICAL). Para ello, se establecieron una serie de pautas para realizar una comparativa
correcta. Esto es muy importante ya que en caso de no establecer las concentraciones mas adecuadas
(orden de magnitud similar al que se establece en el tambor de la lavadora), se pueden obtener
resultados aparentemente muy positivos de adherencia debido a un exceso de microcdpsulas en el
tratamiento. Un ejemplo de ello se muestra en la Figura 7.10, donde se aplicaron microcdpsulas a una
concentracién demasiado alta. A nivel visual es muy impactante ya que permite observar cdmo se
adhieren las cdpsulas a la superficie del tejido y ademas a nivel olfativo la liberaciéon es mds que
evidente ya que como bien se ha dicho, las cantidades superan de una manera excesiva lo que

realmente aplica un consumidor en su ropa.

Figura 7.10. Imdgenes SEM de tejidos de algoddn impregnados con un exceso de microcdpsulass.

Las concentraciones habituales de fragancia en los suavizantes es alrededor de un 1%p/p por lo que
teniendo en cuenta la diluciéon en el tambor, la concentracidon disminuye entre 1 y 2 érdenes de

magnitud.
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7.3.1. Aplicaciones en bafios de agua

Previo a la aplicacidon de una mezcla de las capsulas con una base de suavizante, se quiso estudiar la
interaccion de los diferentes tipos de cadpsulas con los tejidos. Para esto se propuso como tejido
modelo una toalla de algoddn de gramaje grande y una camiseta de algoddn, tejido muy usado en
diferentes tipos de ropa. Para el estudio de adhesién se escogieron suspensiones de todos los tipos

de capsulas desarrolladas con la fragancia objetivo sin estabilizantes afiadidos (Tabla 7.2).

Caracteristicas muestra PA GEL/GA MF
Concentracion inicial de capsulas 15% 15% 30%
Cantidad de suspension usada 4g 4g 2g
Masa total suspension para
400 g 400 g 400 g
impregnacion
Concentracion final de capsulas 0.15% 0.15% 0.15%

Tabla 7.2. Condiciones establecidas para la impregnacién de tejidos con los diferentes tipos de microcdpsulas.

La concentracion de capsulas en las suspensiones se controlé de manera tal que la concentracién final
de fragancia fuera la misma en los tres sistemas para poder comparar todos los analisis posteriores
(0.15%p/p). Esta concentracidon es un orden de magnitud mayor que lo que se obtiene en el tambor
de la lavadora, pero se creyd conveniente incrementarlo para asegurar la visualizacién de las

microcapsulas por microscopia.

Respecto a la impregacion de tejidos, existen diferentes estrategias para la incorporacion de
microcapsulas funcionales [2-6]. En este caso, las pruebas se realizaron mediante dos procedimientos
disefados para una escala laboratorio. Los dos métodos se basan en la impregnacion de un trozo de
tejido de unas dimensiones establecidas (5x5¢cm) mediante un proceso de inmersidn o dip coating y
otro basado en un proceso de agitacion. Con el primer método se hace una estimacién de la adhesidn
de las capsulas con los tejidos mientras que con el segundo se simula las condiciones del tejido durante
un proceso en la lavadora. Estos procesos vienen representados esquematicamente en la Figura 7.11.

Para mas detalles del procedimiento consultar Protocolo IMP.1.
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Figura 7.11. Representacion grdfica mostrando los dos procesos de impregnacion de tejidos realizados con

las suspensiones de microcdpsulas.

A continuacion se muestran los resultados de impregnacion obtenidos por los diferentes procesos

con las suspensiones de capsulas de fragancia TROPICAL de menor tamano.
» Cdpsulas GE/GA

La naturaleza de tipo gelatinoso del polimero de la corteza, hace prever que la interaccidon con un
tejido de algoddn proporcionara una mayor adherencia. Ademas, la presencia de grupos funcionales
en la corteza con capacidad de generar puentes de hidrégeno con el sustrato, deberia mejorar la

interaccion con los tejidos.

Para este estudio se usaron suspensiones de cdpsulas de 10-25 um sin estabilizantes afiadidos y con
cargas Utiles de =50%. Las muestras de tejido se impregnaron con ambos procedimientos y
posteriormente se dejaron secar al aire. Tras el secado, los tejidos produjeron un olor a la fragancia
TROPICAL tras el frotamiento manual. No obstante, la respuesta olfativa se esperaba que fuera mas
intensa. Esto se podria atribuir a una baja cantidad de microcépsulas depositadas o una posible

ruptura tras el secado.

Para verificar esto se realizé un andlisis de una pequena porcién del tejido por SEM. La visualizacién
de este tipo de cdpsulas resulté ser mas complicada que con los otros tipos de capsulas por su

capacidad de elongacién y para quedarse agarradas a las fibras, hecho que provoca que no se observen
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capsulas esféricas sino protuberancias en las propias fibras. La deteccion de cépsulas es factible en
muchos casos por cambios detectados en el contraste por la interaccion del haz de electrones con los
polimeros de corteza. En las imagenes de la Figura 7.12 se muestran las zonas donde se localizaron
capsulas marcadas con flechas. Debido a esta dificultad para la visualizacién de capsulas, no se pudo

comprobar con precision el grado de penetracion de estas capsulas en las fibras mas internas.

Figura 7.12. Imdgenes de SEM de los tejidos de algoddn impregnados con cdpsulas de TROPICAL por coacervacion mediante

ambas metodologias de impregnacion (AGIT=agitacion, INM= inmersidn).

En cuanto a los diferentes métodos de impregnacién, no se observaron cambios relevantes. La
mayoria de las capsulas observadas se localizaron en las fibras exteriores. Esto podria deberse a que,
aun aplicando un procedo de agitacidn, las capsulas ya quedan fijadas en las primeras fibras con las

que entran en contacto.
» Cdpsulas PA

Para el estudio de fijacion a tejido de las cdpsulas de poliamida se utilizaron las de tamafios entre 3y
10 um. Estas capsulas se espera que se integren mejor en las fibras por su tamafio reducido asi como
también por fuerzas de tipo enlace de hidrégeno entre las aminas de las cortezas poliméricas y los

grupos hidroxilo del tejido.

Los tejidos impregnados con capsulas de poliamida, también mostraron una respuesta inmediata a

nivel olfativo tras su frotamiento. No obstante, el olor percibido presentaba variaciones respecto a las
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notas de salida originales de la fragancia. Esto podria ser debido a la alteracion quimica de la
formulacién en el proceso de sintesis, o la pérdida de volatiles provocada por el efecto de inflamiento

observado.

Las imagenes obtenidas por SEM (Figura 7.13) mostraron la deposiciéon de grandes cantidades de
microcdpsulas sobre las fibras. Las capsulas mantenian su morfologia esférica con una ligera
elongacion y en algunas regiones se observaron agregados de capsulas. Se confirmdé ademas que el
uso de cdpsulas de estos tamafios ademas la introduccion de capsulas en fibras situadas en regiones

mas internas y en recovecos de las mismas.

Figura 7.13. Imdgenes de SEM de los tejidos de algoddn impregnados con cdpsulas de TROPICAL por polimerizacion

interfacial mediante ambas metodologias de impregnacion (AGIT=agitacion, INM= inmersion).

La posible diferencia de los métodos de impregnaciéon se comprobd también mediante la cantidad de
capsulas localizadas en diferentes regiones de los tejidos. En general la presencia de microcdpsulas
fue mas o menos parecida en ambos sistemas, aunque en el caso de la agitacién si que se observé

deposicién de capsulas aisladas en recovecos mas internos del tejido.
» Capsulas MF

Por ultimo se impregnaron los tejidos con capsulas de melamina donde se espera que también se
produzcan interacciones de tipo puente de hidrégeno entre la corteza polimérica y las fibras de
algododn. Tras laimpregnacion y su secado se aprecié una buena respuesta olfativa tras el frotamiento.
El olor percibido no mostré grandes diferencias respecto a la suspensién de capsulas original, lo que

confirma la presencia de capsulas estables en las fibras del tejido.
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Las imagenes de SEM mostraron una gran cantidad de microcapsulas repartidas de manera bastante
homogénea por el tejido (Figura 7.14). En este caso, las cdpsulas no mostraron ninguna elongacion
debido a la rigidez de la corteza. En las partes mas internas de los tejidos no se observaron capsulas y

la mayoria reposaban sobre las fibras o quedaban atrapadas entre estas.

Comparando el método de impregnacién, no se observd diferencias significativas en cantidad de

capsulas ni tampoco en las zonas de deposicion.

7

\

Figura 7.14. SEM de los tejidos de algoddn impregnados con cdpsulas de TROPICAL por polimerizacion in-situ mediante

ambas metodologias de impregnacion (AGIT=agitacion, INM= inmersidn).

De manera resumida, en la Tabla 7.3 se muestran los diferentes aspectos observados en la

impregnacion de los tejidos.

Adhesion observada Intensidad
Capsulas Observaciones
Inmersién/agitacién olfativa
PA okl Mool ok Variaciones en las notas de salida
* Baja
** Moderada
*Ak Alta

Tabla 7.3. Resumen de los pardmetros cualitativos observados tras la impregnacion de tejidos.
Para la determinacién olfativa, se colabord con los expertos perfumistas de CARINSA mediante el

rascado de porciones de tejido tratado con las microcapsulas y el posterior andlisis sensorial. En este
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caso, al tratarse de un anlisis preliminar, la evaluacion fue muy simplificada. En proximos estudios se
valora realizar un estudio mds complejo con la colaboracion de todos los perfumistas y personal de la

compaiiia.

Ademas, se plantean una serie de estudios mas exhaustivos para la determinacién de la deposicién de
microcdpsulas como, por ejemplo, mediante la determinacion de diferencia de peso de los tejidos
antes y después de los tratamientos o tras realizar procesos de aclarado, sumergiendo el tejido tratado

en agua limpia y volver a analizar la rentencion.

Otro factor a tener en cuenta es que la mayoria de las microcdpsulas presentes en las aguas no se
adhieren a las prendas. Para mejorar la fijacion se propone en el futuro el uso de fijadores o binders.
Los fijadores son polimeros formadores de peliculas que tienen el propdsito de enganchar de forma
efectiva las microcapsulas sobre las fibras de tejidos. Procesos como el aclarado, o simplemente el
movimiento, puede hacer caer las microcapsulas y por lo tanto perder su funcionalidad. Con el uso de

estos compuestos, se retrasan estos procesos antes mencionados (Figura 7.15).

Figura 7.15. Representacion grdfica de la deposicion de una microcdpsulas sobre una fibra sin fijador (a) y

con la presencia de un fijador (b).

Es importante no confundir estos fijadores o binders con los aceites empleados para la retencion de
fragancias, también denominados fijadores en espafiol. En este caso, los compuestos mas comunes
usados como binders de microcdpsulas son resinas de tipo acrilico, tipo poliuretano o basados en
siliconas. No obstante también se esta investigando sobre el uso de polimeros biodegradables
hidrosolubles que tengan este comportamiento. Por supuesto, estos compuestos deben ser

compatibles con la superficie de las microcapsulas y del tejido para crear la mayor adhesidn posible.
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7.3.2. Estudios para una aplicacion por pulverizacion

Otra via de aplicacién de las microcdpsulas sobre tejidos es un proceso de pulverizado. Esta
metodologia es mas directa que la aplicada en procesos de lavado, depositdndose practicamente la

totalidad de las microcapsulas sobre el tejido (Figura 7.16).

Figura 7.16. Esquema de un proceso de pulverizado de una suspension de capsulas sobre un tejido.

Dos de los factores mas relevantes a tener en cuenta en este tipo de aplicacion es la resistencia de las

capsulas a través del dispositivo de pulverizacion y la resistencia tras el impacto.

En el proceso de pulverizado el grado de penetracidén de las cdpsulas en un tejido puede no ser tan
elevado como en un proceso de lavado donde las fibras se mueven libremente, no obstante, el
porcentaje de atrapamiento de microcdpsulas es mucho mayor que en un proceso de lavado y por lo
tanto puede dar lugar a un mayor impacto olfativo por la mayor cantidad de capsulas. Por supuesto,
el grado de fijacion dependera de muchos mas factores como puede ser el tipo de la trama del tejido

y la afinidad de las microcapsulas con éste, la distancia de aplicacion o la adicién de fijadores.

Como prueba de concepto, se quiso realizar una serie de pruebas preliminares de aplicacion de las
suspensiones acuosas de microcapsulas de fragancia en los tejidos. En los experimentos se quiso
investigar inicialmente la resistencia de las cdpsulas al pasar por el orificio del pulverizador y al
impactar contra una superficie. Se usé un pulverizador convencional usado en productos de limpieza

cuyo tubo de recogida se sumergié directamente en las suspensiones de capsulas. Las muestras fueron
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pulverizadas sobre una superficie dura y lisa recubierta con papel de aluminio de una superficie de

900 cm? (30cmx30cm).

Con los tres tipos de microcapsulas se realizaron una serie de tres pulverizaciones a 20 cm de distancia
(distancia normalmente usada para aplicar productos pulverizados) con suspensiones 0.5% en peso
de microcapsulas, concentracion que se creyd suficiente para este propdsito. A continuacién se dejo

evaporar el agua al aire y se recortd una fraccion central de 1cm? para su anélisis por microscopia SEM.

En los tres casos (GEL/GA, PA y MF) las capsulas parecieron resistir el pulverizado y su posterior

impacto contra la superficie ya que se encontraron cépsulas que mantuvieron su estructura en todas

las muestras analizadas (Figura 7.17).

Figura 7.17. Imdgenes de SEM de las diferentes cdpsulas tras su pulverizacion sobre una superficie de aluminio. A) Cdpsulas
GEL/GA b) Cépsulas MF y c) Capsulas PA.

En el caso de las capsulas de gelatina-goma arabica (Figura 7.17.a), no se repartieron de manera
uniforme sino que tendieron a crear agregados de 5-20 capsulas al secarse. Esto podria deberse

sencillamente a la la tendencia de estas capsulas a juntarse cuando el agua se evapora.

Las cdpsulas de melamina-formaldehido se repartieron de una manera mas uniforme por la superficie
estando separadas las unas de las otras (Figura 7.17.b). En algunos casos se observé un halo oscuro,
sefial de que alguna capsula liberd el contenido ya fuera en el paso a través del pulverizador o al

impactar.

Por ultimo, en el caso de la poliamida, se observd una gran cantidad de residuo junto a las cédpsulas

localizadas que se atribuyd a restos de PVA o algunas cdpsulas rotas (Figura 7.17.c).

Tras observar estos primeros resultados, se confirmé el hecho de que practicamente todas las
microcdpsulas soportaron el pulverizado y el impacto posterior sobre la superficie ya que la
proporcién de capsulas rotas fue muy baja. Ademas, se realizd una friccion sobre otra seccion de la
superficie pulverizada y se detectd el olor de la fragancia liberada mas acentuado que el obtenido en

el caso de tejidos lavados, resultado que confirmd la presencia de capsulas. El paso posterior de este
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experimento de pulverizacidon consistira en aplicar estas microcapsulas sobre un tejido, donde deberia

tener mds afinidad y el impacto deberia ser menor al ser ésta una superficie menos dura.

De manera tentativa, se realizd una pulverizacidn sobre tejido con las capsulas de PA, para corroborar
su estabilidad estructural al choque con el tejido. El resultado se muestra en la Figura 7.18. En este
caso la presencia de capsulas fue muy facil de dectectar al depositarse en las fibras mas exteriores del

tejido. Ademas, se confirmo la resistencia al paso por el pulverizador y en el impacto contra la fibra.

Los préximos pasos en relacion a esta aplicacion serad la pulverizacion de las correpondientes

suspensiones de capsulas MF y GEL/GA para posteriormente evaluar olfativamente los tejidos y su

deposicién a través de microscopia SEM.

Figura 7.18. Imdgenes SEM de tejidos de algodon tras la pulverizacion de microcdpsulas de poliamida.

7.4. Conclusiones

Tras todas las pruebas preliminares realizadas con los diferentes tipos de microcapsulas de fragancia

se sacaron las siguientes conclusiones.

e Se han realizado estudios de estabilidad de los diferentes tipos de capsulas en rangos de pH
gue van des de acido hasta alcalino. Cada tipo de microcapsula reacciona diferente al pH
mediante procesos de agregacién, deposicidn o disolucion:

» Las capsulas MF presentan estabilidad coloidal en todo el rango de pH a excepcion
de pH=2, por la pérdida de cargas negativas procedentes del poly-SMA.

> Llas capsulas PA aumentan su permeabilidad a pH basicos por el incremento de
polaridad en su material de corteza.

» Las capsulas GEL/GA son estables en todo el rango de pH a excepcién de pH=2 por la

disolucion de la corteza.
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Se realizazon estudios de estabilidad coloidal mediante el uso de suspensiones estabilizadas
con polielectrolitos e incorporadas en matrices con cargas negativas y positivas. La mezcla de
suspensiones y matrices de carga opuesta acaban afectando a la estabilidad coloidal de las
capsulas.

La seleccion del modificador reolégico también puede ser un elemento muy importante a
tener en cuenta en la estabilizacion de las microcdpsulas.

Los tres tipos de microcdpsulas desarrolladas se adhirieron a los tejidos de algoddn en bafios
de agua aunque la percepcién olfativa no fue equitativa. Todas las fragancias fueron
detectables siendo las de MF las mas intensas. En el caso de capsulas de PA la percepcion fue
intensa pero con variaciones en algunas notas de salida. A nivel microscépico se pudieron
localizar los distintos tipos de capsulas adheridas a las fibras.

La aplicacién de pulverizacién por espray se validd para los tres tipos de microcapsulas
resistiendo su paso por el pulverizador y su posterior impacto contra una superficie dura. Se
realizé una pulverizacién de cdpsulas de PA sobre tejido que validé los resultados obtenidos

en la superficie dura.
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Estudio de Productos de Comerciales (‘Benchmarking’)

En este ultimo capitulo de la tesis se muestran estudios sobre productos comerciales, aunque el
trabajo dedicado a ello se ha ido realizando durante toda la duracién del proyecto. Entre estos
productos se han analizado encapsulados de fragancias desarrollados por otras empresas,

formulaciones con fragancias encapsuladas y otro tipo de productos con capsulas.

Este estudio ha servido principalmente para entender el estado actual de las cdpsulas comerciales y
determinar qué parametros se debian alcanzar en las cdpsulas desarrolladas en este trabajo para que
tuvieran prestaciones similares. Para ello, mayoritariamente se han analizado tamanos, morfologias y

concentraciones.

8.1.1. Analisis morfolégico mediante microscopia

Las diferentes muestras de microcapsulas se analizaron por microscopia 6ptica y electrénica para

determinar la distribucién de tamaiio, la morfologia y para caracterizar la superficie de las capsulas.

Para su visualizacidon por microscopio éptico se tuvieron que diluir debido a la gran concentracion y
viscosidad que la mayoria presentan. En el microscopio éptico la mayoria de las capsulas mostraron
una estructura esférica en suspensiéon y también tras el secado, indicando que la corteza de estas

capsulas es impermeable y rigida.

Las suspensiones de capsulas también fueron visualizadas a través de microscopia SEM. Mediante ésta
técnica se pudo apreciar con mas detalle la morfologia y las posibles deformaciones que pueden sufrir
las cépsulas en el proceso de secado y vacio (muy favorable si el contenido es volatil). Todas las
capsulas presentan una superficie lisa y sin presencia de grietas. La polidispersién de tamafio
apreciada en la observacidon con el microscopio dptico también es evidente en el microscopio

electroénico.

Por ultimo también se realizaron analisis con la técnica de difraccién de laser (Mastersizer®2000) para
la determinacion de los tamafios y polidispersién. En la Figura 8.1 se recopila toda la informacién de

las 4 muestras analizadas con sus imagenes de SEM y los perfiles de distribucidn de tamafio.
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Figura 8.1. Caracterizaciones morfoldgicas y de distribucion de tamafio de suspensiones acuosas de microcdpsulas.
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8.1.2. Aspecto macroscopico y concentracion

A nivel macroscépico, las suspensiones parecian estables en el tiempo, sin presencia de grandes
agregados y no producian separacion de fases tras 4 semanas de almacenamiento. Esto verifica la

adiciéon de estabilizantes de carga y reoldgicos en cada una de las muestras.

La concentracidn de sélido en las dos muestras se determind por liofilizacion de las suspensiones. El
peso de capsulas secas determinado se situd entre 35% y 30% en peso en todos los casos. Este sélido
incluye las capsulas y los posibles estabilizantes/tensioactivos utilizados para la sintesis y la

estabilizacion.

El andlisis de las capsulas de un suavizante resulta mas complejo que el de las suspensiones acuosas
de capsulas debido a la concentracidon mas baja de capsulas (entre un 0.1y 0.4% en peso) y la presencia
de otros componentes necesarios en un suavizante (p.ej un tensioactivo catidnico). Esta composicion
del suavizante afiade una cierta dificultad a la fase de separacion, aislamiento y caracterizacion de las
capsulas ya que en algunos casos la presencia de otros tipos de particulas en el producto complica la
identificacion de las cdpsulas. Ademas, la informacidn respecto a las capsulas no viene proporcionada

en ninguno de los productos (material, concentracidon tamano...).

En este proyecto se han analizado una serie de suavizantes comerciales con capsulas de fragancia

(Tabla 8.1).

Muestras comerciales de suavizantes con capsulas

1. MarcalAZUL

2. Marca 1l ROSA

3. Marca2

4. Marca3

Tabla 8.1. Listado de suavizantes comerciales analizados.

Inicialmente los productos se analizaron por microscopia éptica para determinar el tamafio de las

capsulas y la concentracion de éstas en el producto.

En ambos suavizantes de la Marca 1 (Azul y Rosa) se pudieron identificar las capsulas contenidas en el
producto (Figura 8.2). Es facil apreciar cdmo respecto a las suspensiones mostradas en la seccion

anterior, la concentracion de capsulas es mucho menor. La morfologia de las cdpsulas es esférica y los
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tamafios observados aproximados son de 20 um. Ademas, aparecen bien dispersas en el producto sin

formar agregados.

Figura 8.2. Imagen de microscopio dptico de los suavizantes Marca 1. a) AZUL; b) ROSA.

Los suavizantes de las Marcas 2 y 3, se muestran mas viscosos que los anteriores y presentan una
opacidad mds elevada en el microscopio éptico debido a una elevada concentracién de componentes
en el producto (Figura 8.3). Las capsulas de la Marca 2 tienen un tamafo aproximado de 12 um
mientras que las de la Marca 3 fueron las que mostraron el tamafio mas reducido, situdndose la

mayoria de las capsulas por debajo de 10 um de diametro.

Figura 8.3. Imagen de microscopio dptico de la muestra de suavizante de la Marca 2 y Marca 3.

Para el analisis de las muestras de suavizante por SEM fue necesaria la dilucidn de las suspensiones en
un orden de magnitud. La cantidad de material disperso es tan alta que al secarse se crea una pelicula
sobre la superficie del portamuestras, siendo imposible la identificacion de las microcapsulas (Figura

8.4)
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Figura 8.4. Imagen de SEM de una muestra de suavizante con microcdpsulas tras el secado.

Aunque tras la dilucidn la dificultad para distinguir capsulas seguia siento alta, se pudieron apreciar
algunas entre el resto del material. La diferencia de tamafios detectada por microscopia éptica entre
las distintas capsulas de los suavizantes se confirmé también por SEM. No obstante, los tamafios
observados en este uUltimo caso resultaron mayores de los valores determinados por microscopio
Optico, hasta el doble en algunos casos. Esto se debe principalmente al material disuelto en el
producto que tras secarse crea un recubrimiento alrededor de cada cdpsula (Figura 8.5). Las manchas
oscuras observadas suelen ser a causa de fragancia o aceite liberado. En este caso, podrian ser
compuestos no volatiles de la fragancia libre, cdpsulas que hayan explotado u otros materiales

presentes en la formulacion.

Figura 8.5. Imdgenes SEM muestras de suavizante: a) Marca 1 AZUL; b) Marca 1 ROSA; c) Marca 2; d) Marca 3.
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Con el uso del equipo Mastersizer®2000 se determinaron las distribuciones de tamafio de las capsulas

para confirmar los tamanos observados previamente. En la Figura 8.6 se muestran los perfiles

obtenidos.
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Figura 8.6. Distribuciones de tamafio observadas en muestras de suavizantes con Mastersizer®2000.

En las muestras de la Marca 1 (Azul y Rosa) se puede observar unos perfiles de distribucion muy
parecidos donde ademads se pueden apreciar 3 poblaciones diferenciadas. Por lo observado en el
microscopio déptico, el componente de mayor tamafio (=30 um) deberia ser el correspondiente a las
capsulas. Los otros componentes podrian corresponder a otro tipo de particulas suspendidas

(pigmentos, polimero, esterquat...) y/o fragancia emulsionada. En el caso de la Marca 2 y Marca 3 se
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observé una sola distribucion de tamafio cuyo rango encaja con los tamafios observados por
microscopia dptica, siendo de menor tamafio éstas ultimas. Finalmente, el suavizante correspondiente
a la Marca 3 fueron las que mostraron un tamano menor (=8 pum), siendo la distribucién también

bastante monodispersa.

Los tamafios observados con las diferentes técnicas se resumen en la Tabla 8.2.

Suavizante Tamaiio 6ptico Tamaino SEM Tamafiio Mastersizer®
Marca 1 Azul 10-30 um 25-45 um 30 um
Marca 1 Rosa 10-25 um 25-45 pm 30 um
Marca 2 10-25 pm 25-35 um 15 um
Marca 3 5-15 um 12-20 pm 8 um

Tabla 8.2. Resumen de los tamaiios determinados para las cdpsulas en los distintos suavizantes.

La cdmara Neubauer es un instrumento principalmente usado para el recuento celular en
suspensiones acuosas. Dado que el tamafio micrométrico de las capsulas, se creyd oportuno usar esta
técnica para el recuento de las microcdpsulas. En este caso, las microcdpsulas son de morfologia
esférica, con un diametro medio determinado, y por tanto se puede atribuir un volumen a cada una
de ellas. Conociendo el nimero de capsulas y el volumen medio de éstas es posible calcular el

volumen de fragancia encapsulada en suspensiones de microcapsulas.

La camara Neubauer adquirida (ZUZI® Improved) es una placa de vidrio en la cual se observan dos
cavidades en el centro de la misma, que es donde se depositan las muestras a analizar. Dentro de

estas cavidades se encuentran unas rejillas grabadas con distancias definidas (Figura 8.7).
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Figura 8.7. Cdmara Neubauer Improved ZUZI® y detalle de la rejilla grabada en el vidrio con sus medidas correspondientes.
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La cdmara esta hecha de vidrio, lo cual permite observar a través del microscopio dptico las lineas
grabadas y las cdpsulas que se puedan depositar entre estas lineas. Las muestras de suavizante se
diluyeron para no generar demasiada opacidad en su visualizacion y para que fluyeran
adecuadamente hacia la cdmara por capilaridad. Para llevar a cabo la introduccidn de la muestra, la
camara se cubre con un cubremuestras especifico y se introduce la muestra con la ayuda de una

micropipeta (Figura 8.8)

Figura 8.8. a) Inyeccion de la gota a analizar entre el portamuestras y la cdmara Neubauer b) Transporte de la muestra a

través de la camara por capilaridad.

La cdmara admite un volumen de suspension fijado de 0.1 pL. Una vez rellenada la cdmara, a través
de microscopio dptico se procedié al recuento de particulas. Para ello, se analizaron un total de 9
regiones de la cdmara y se hizo una media del valor obtenido de cada una. En la Figura 8.9 se muestra

el ejemplo de la muestra Marca 1 Rosa.

18 17 21
19 10 20
23 19 21

Figura 8.9. Recuento de la muestra Marca 1 Rosa. a) Imagen de microscopio dptico de las cdpsulas

distribuidas en distintas regiones de la cdmara; b) recuento numérico de las cdpsulas en cada una de ellas.

Se asume que si el volumen de las capsulas estd ocupado enteramente por la fragancia, a partir del

valor del nimero de cépsulas por volumen unitario de la cdmara, se puede estimar el porcentaje de
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fragancia encapsulada en el suavizante. Para corroborar que el método fuera fiable se aplico esta
cuantificacidon a una muestra de suspensidon de cdpsulas con concentracidon conocida de cdpsulas de
0.1% en peso y con un diametro también determinado. En la Tabla 8.3 se muestran los resultados

obtenidos para todos los casos evaluados.

Muestra % v/v=%p/p fragancia encapsulada
Referencia 0.114
Marca 1 Azul 0.343
Marca 1 Rosa 0.793
Marca 2 0.110
Marca 3 0.011

Tabla 8.3. Porcentaje calculado de fragancia encapsulada en las muestras evaluadas con cdmara Neubauer®.

Las suspensiones correspondientes a la Marca 1 mostraron valores diferentes en cuanto a cantidad

de fragancia encapsulada, siendo una el doble de concentrada que la otra.

En el caso de la Marca 2 y la Marca 3 presentan una cantidad mas baja en comparacién con la Marca

1, especialmente la Marca 3 que se encuentra en un grado de magnitud menor.

De todos modos, la opacidad de las muestras Marca 2 y Marca 3 puede afectar la precision del contaje
de las cdpsulas incluso en las condiciones de dilucién usadas. La presencia de otras particulas en
suspension dificultaron mucho la diferenciacidn de cédpsulas y, sobretodo en el caso de la Marca 3, tal

vez eso hubiera afectado al contaje (Figura 8.10).

O
@ O

100pm

Figura 8.10. Localizacion de cdpsulas en la cdmara Neubauer® del suavizante de Marca 3.
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En la parte final de este proyecto se realizaron aplicaciones de los correspondientes productos
comerciales sobre tejidos mediante el método de impregnacidn por agitacién SEM. Las imagenes de
SEM correspondientes a los tejidos tratados con una concentraciéon de 0.025% en capsulas (calculado

segun los valores obtenidos con cdmara Neubauer) se muestran en la Figura 8.11.

Figura 8.11. Imdgenes de SEM de los tejidos impregnados con los diferentes suavizantes comerciales con cdpsulas.

Las conclusiones generales que se extrajeron de las muestras analizadas fueron:

Las cdpsulas de la Marca 1 fueron las mas faciles de detectar, principalmente por su mayor

tamafio y por su presencia en las fibras mds externas del tejido

e lascdapsulas de la Marca 2 se detectaron principalmente en las fibras mas interiores del tejido,
aunque fue dificil localizarlas

e Las cdpsulas de la Marca 3 fueron las mas dificiles de detectar, habiéndose localizado sélo 2-
3 capsulas en toda la visualizacidon. Este resultado iria en concordancia con la baja
concentracion de cdpsulas determinada anteriormente

e Olfactivamente la intensidad detectada tras el rascado ordenada de mayor a menor fue:

Marca 2>Marca 1 Azul>Marca 2 Rosa>Marca 3
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En esta parte de la investigacién, basada en la ingenieria inversa, se han logrado desarrollar
metodologias utiles para la compaiiia y pueden ser un punto de partida para establecer protocolos en

un futuro. Estos estudios se resumen a continuacion:

e Comparativa de microcapsulas provenientes de diferentes fabricantes. Se caracterizaron
suspensiones de microcdpsulas comerciales mediante microscopia y difraccidn laser para la
determinacion de tamafo. Se detectaron diferencias entre muestras en cuanto a tamanios,
agregacion observada, polidispersién y morfologia.

e Seinvestigd sobre las mejores estrategias para el estudio y la comparativa de microcapsulas
incorporadas en suavizantes comerciales. La presencia de otros componentes en estas
matrices dificultd su visualizacidn por microscopda aunque a través de difraccion laser se pudo
extraer informacion en relacién a los tamafios.

e Se realizaron estudios preliminares de la técnica de contaje de cdpsulas mediante el uso de
camara Neubauer. Los resultados obtenidos proporcionaron unos valores aproximados de la
cantidad de fragancia encapsulada en cada una de las muestras de suavizante siendo la Marca
1 Rosa la que contenia la mayor cantidad y la Marca 3 la que menos.

e Se aplicaron los suavizantes en tejidos y se caracterizaron mediante microscopia y

olfativamente determinandose diferencias entre muestras.

Pese a la cantidad de informacidon extraida, se cree oportuno realizar andlisis mas exhaustivos en

productos comerciales. Algunos de ellos podrian ser:

e Optimizacion de la metodologia de caracterizacion y elaboracién de una base de datos parala
recopilacion de toda la informacidn extraida.

e Uso de técnicas para la determinacion de materiales de corteza (IR, analisis elemental...) y de
propiedades fisico-quimicas (viscosidad, flotacion, sedimentacion, pH...)

e Desarrollar una técnica efectiva para el aislamiento de microcdpsulas de una matriz compleja

e Analisis de otras muestras con microencapsulados (parches cutaneos, productos cosméticos,

esprays, etc)
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Conclusiones Generales

Se han desarrollado las metodologias para encapsular aceites y fragancias simples y complejas de
CARINSA utilizando tres técnicas diferentes: polimerizacidn in-situ, polimerizacion interfacial y
coacervacion compleja. Las caracteristicas principales de las microcapsulas obtenidas con cada una de

ellas se muestran de manera resumida en la siguiente tabla:

Polimerizacion Polimerizacion Coacervacion
Caracteristica
in situ interfacial compleja
e Miglyol e Miglyol e Miglyol
Nucleos encapsulados e APPLE e Fragancias simples e Limoneno
e TROPICAL e TROPICAL e TROPICAL
Material de corteza Resina MF Poliamida Coacervado GEL/GA
Carga util maxima de
70-80% 60-70% 70-75%
fragancia
Tamaiios obtenidos 15-25 um 3-50 um 10-200 pm
Mononuclear y
Tipo de estructura Mononuclear Mononuclear
polinuclear
Rango estabilidad
4-10 8-10 4-8
(pH)
Escalado Si Si Si

Como se puede observar, las cargas utiles maximas alcanzadas fueron similares entre ellas y en todos
los casos superiores al 60-70%, lo que permite una gran cantidad de fragancia retenida. Los tamaios
minimos alcanzados en todos los casos fueron también inferiores a las 25 um, hecho que favorece la
adhesién por atrapamiento entre las fibras de tejidos. Por lo que se refiere a la estabilidad al pH,
mostraron diferencias entre las distintas cdpsulas obtenidas, siendo las cdpsulas de poliamida
sensibles a pH acidos, las de coacervacion a pH extremos (<2 y >10) y de MF las que mayor resistencia

mostraron.

Como se deduce de estos valores, se ha conseguido desarrollar nuevas microcapsulas para las
fragancias de CARINSA de propiedades similares a las melanina-formaldehido utilizando polimeros
alternativos con menos residuos téxicos como la poliamida o incluso con biopolimeros como los
utilizados para la coacervacion. Ademas durante esta Tesis se han desarrollado estudios comparativos

con otros productos del mercado (benchmarking) comprobando que son plenamente competitivas.
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Por ello, y considerando que todos estos polimeros son de alta disponibilidad comercial y el proceso
escalable, es factible considerar su viabilidad industrial a nivel técnico, econdmico y desde un punto
de vista medioambiental. Para llevar esto a buen puerto se han establecido protocolos de trabajo
tanto de los procesos sintéticos a escala laboratorio, como de los procesos de caracterizacién y

escalado que serdn de gran utilidad para futuras actividades de la compaiiia.

Finalmente, como contrapartida, se realizaron estudios preliminares de lavados de tejidos
comprobando que las microcdpsulas desarrolladasmicrocapsulas desarrolladas mediante técnicas
libres de formaldehido consiguen el efecto deseado de liberacidn controlada aunque menor al
deseado segun los perfumistas de la empresa (e incluso se apreciaron cambios en las notas de salidae
incluso se apreciaron cambios en las notas de salida). . Asi, aunque las microcapsulas desarrolladas ya
serian industrializables, todavia queda margen de mejora actuando sobre todo en la respuesta olfativa
al incorporar las microcdpsulas en distintas matrices detergentes o en otros tipos de productos, asi
como en la etapa de deposicidn sobre las fibras. Una de las vias de accién también seria la exploracion

de nuevos mercados, mas alla de las fragancias, iniciada en esta Tesis Doctoral.
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Anexo |.






Parte Experimental (Protocolos)

MF.1. Preparacion prepolimero melamina-formaldehido (MF)

Para la preparacion de 20 g de solucion de prepolimero (24%p/p)

Materiales y equipos:

Melamina (Sigma-Aldrich®)

Solucion acuosa formaldehido (37%p/p, Sigma-Aldrich®)
Agua destilada

Trietanolamina (Sigma-Aldrich®)

Placa agitadora con control de temperatura

Iman agitador ovalado

Matraz redondo(250 mL)

Vaso de precipitados (100 mL,@ =50 mm)

Condensador con entrada de agua para proceso de reflujo

Procedimiento:

1.

3.

Se pesan las siguientes cantidades de reactivos en un matraz redondo provisto de un iman
agitador.

a. Melamina:3g

b. Solucién formaldehido (37%p/p): 5 g

c. Soluciéon TEA (10% p/p): 0.5 g

d. Aguadestilada: 10 g
A continuacion se disuelven los componentes bajo agitacion magnética a una temperatura de
70°C y con sistema de reflujo para evitar la evaporacidn de agua. Es necesario preparar la
disolucién bajo un sistema de extraccién adecuado dada la evaporacion de formaldehido.
Transcurrida 1 h la mezcla se vuelve completamente transparente, sefial de la formacion del
prepolimero MF, que es soluble en agua.
La soluciéon de prepolimero se retira del matraz, se vierte en un vaso de precipitados y se le
afiade agua destilada hasta enrasar hasta 20 g de solucién, obteniendo una concentracién
final del 24% aproximadamente.
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MF.2. Preparacion de solucion stock poly-SMA (poly-styrene-maleic-anhydride) hidrolizado

Para la preparacion de 2 Kg de solucion acuosa poly-SMA (5%p/p)

Materiales y equipos:

Poly-SMA Xiran SZ40005 (Polyscope ®)

NaOH (Sigma-Adrich®)

Agua destilada

Reactor 5L encamisado con tapa

Soporte para reactor de 5L

Motor de agitacion IKA® RW 28 Basic

Varilla agitadora forma de ancla

Sistema de recirculacion con control de temperatura (Julabo®F10)
Condensador con entrada de agua para proceso de reflujo

Varilla de agitacion en forma de hélice (@=14 cm)

Procedimiento:

1. Se pesan las siguientes cantidades de reactivos:

a. Poly-SMA: 100 g

b. NaOH:50g

c. Aguadestilada: 1850 g
Se anade toda el agua destilada en el reactor junto con el NaOH el cual se disuelve con la
ayuda del sistema de agitacion.
Cuando la disolucién ya sea homogénea, se procede a calentar el reactor hasta los 50 °C
Alcanzada la temperatura se afade gradualmente el poly-SMA al reactor bajo agitacién.
Cuando todo el poly-SMA se haya afiadido se cierra el reactor con el condensador acoplado y
se incrementa la temperatura hasta 70 °C
La reaccion se lleva a cabo durante un minimo de 6 horas y finaliza cuando se obtiene una
solucién transparente, amarillenta y con un pH alrededor de 8-9.
Finalmente, la solucién, con una concentracién de 5% en peso de poly-SMA, se deja enfriar,
se recoge y se almacena.



MF.3. Sintesis de capsulas de Miglyol®812 por polimerizacion in-situ

Para la preparacion de 120 g de suspension al 28%p/p de cdpsulas

Materiales y equipos:

Solucion poly-SMA Xiran SZ40005 hidrolizado ( 5%p/p, Polyscope ©)
Prepolimero MF

Agua destilada

Disolucién Acido acético glacial (10%p/p, Sigma-Aldrich®)
Miglyol®812 (Oxy-Med Express, S.A.)

Matraz redondo de dos bocas (250 mL)

Vaso alargado (250 mL, $=70 mm)

Embudo de adicién( 100 mL)

Iman agitador

Homogenizador IKA®UIltra-Turrax®T25

Placa agitadora con control de temperatura

Condensador con entrada de agua para proceso de reflujo

Procedimiento:

10.

Se prepara una disolucién acuosa de 70 g al 2%p/p de poly-SMA (a partir de la solucidon
obtenida en el Protocolo MF.2) en un vaso de precipitados de 250 mL y se ajusta hasta pH=7
con una disolucion de acido acético al 10 p/p.

A continuacidn se afiaden 30 g de Miglyol®812 sobre la solucion de poly-SMA y se emulsiona
la mezcla con el homogenizador Ultra-Turrax® (6000 rpm, 15 min).

Al finalizar la emulsidn se transfiere la mezcla al matraz redondo bajo una suave agitacién
magnética (450 rpm) a temperatura ambiente.

Se afiaden 20 g de la solucidn de prepolimero MF al 24% a través de un embudo de adicién
acoplado a una de las bocas del matraz (2 mL/min).

Tras la adicién del prepolimero, se ajusta lentamente el pH de la solucidn hasta un pH=5 con
la solucién de acido acético 10%p/p.

Cuando la emulsién alcance pH=5, la temperatura se fija en 30 °C, se incrementa la velocidad
de agitacion magnética a 900 rpm y se acopla el sistema de reflujo.

La reaccion de polimerizacion dura 2-3 h. Transcurridos 30 minutos se empieza a generar una
fina capa de polimero alrededor de las gotas que puede verificarse mediante microscopia
Optica. Tras 1h-1.5 h desde el inicio de la reaccién las capsulas ya estan formadas pero se
procede a un curado mayor del polimero incrementando la temperatura hasta los 60 °C. Tras
1 h a 60 °C la reaccién de polimerizaciéon ha finalizado, no obstante, para asegurar el proceso
se puede realizar un mayor curado del polimero incrementando la temperatura hasta los 85
°C durante 1 h adicional.

Cuando la sintesis ha finalizado se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente bajo una
suave agitacién (450 rpm).

El aspecto final de la suspensidon debe ser blanquecino, no muy viscoso y sin presencia de
agregados macroscépicos.

Las microcapsulas obtenidas tienen un tamafo aproximado de 20 um y se debe observar baja
polidispersidn en los tamafio (rango 15-25 um)



Capitulo 9

MF.4. Sintesis de capsulas de Tropical Fruit P780765 por polimerizacidn in-situ

Para la preparacion de 120 g de suspension al 28%p/p de cdpsulas

Materiales y equipos:

Solucion poly-SMA Xiran SZ40005 hidrolizado ( 5%p/p, Polyscope ©)
Prepolimero MF

Agua destilada

Disolucién Acido acético glacial (10% p/p, Sigma-Aldrich®)
Tropical Fruit P780765 (CARINSA®)

Vaso alargado (250 mL, @=70 mm)

Embudo de adicién( 100 mL)

Iman agitador

Homogenizador IKA®UIltra-Turrax®T25

Placa agitadora con control de temperatura

Condensador con entrada de agua para proceso de reflujo

Procedimiento:

10.

Se prepara una disolucion acuosa de 70 g al 2%p/p de poly-SMA (a partir de la solucion
obtenida en el Protocolo MF.2) en un vaso de precipitados de 250 mL y se ajusta hasta pH=7
con una disolucion de acido acético al 10%p/p.

A continuacién se anaden 30 g de Tropical Fruit P780765 sobre la solucion de poly-SMA y se
emulsiona la mezcla con el homogenizador Ultra-Turrax® (6000 rpm, 15 min).

Al finalizar la emulsidn se transfiere la mezcla al matraz redondo bajo una suave agitacién
magnética (450 rpm) a temperatura ambiente.

Se afiaden 20 g de la solucion de prepolimero MF al 24% a través de un embudo de adicién
acoplado a una de las bocas del matraz (2 mL/min).

Tras la adicidon del prepolimero, se ajusta lentamente el pH de la solucién hasta un pH=5 con
la solucién de acido acético 10%p/p.

Cuando la emulsién alcance pH=5, la temperatura se fija en 30 °C, se incrementa la velocidad
de agitacion magnética a 900 rpm y se acopla el sistema de reflujo.

La reaccion de polimerizacion dura 2-3 h. Transcurridos 30 minutos se empieza a generar una
fina capa de polimero alrededor de las gotas que puede verificarse mediante microscopia
Optica. Tras 1h-1.5 h desde el inicio de la reaccién las capsulas ya estan formadas pero se
procede a un curado mayor del polimero incrementando la temperatura hasta los 60 °C. Tras
1 ha60 °Cla reaccién de polimerizacidon ha finalizado, no obstante, para asegurar el proceso
se puede realizar un mayor curado del polimero incrementando la temperatura hasta los 85
°C durante 1 h adicional.

Cuando la sintesis ha finalizado se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente bajo una
suave agitacion (450 rpm).

El aspecto final de la suspensidon debe ser blanquecino, no muy viscoso y sin presencia de
agregados macroscépicos.

Las microcapsulas obtenidas tienen un tamano aproximado de 20 um y se debe observar baja
polidispersion en los tamafio (rango 15-25 um)



MF.5. Escalado de la sintesis de capsulas de fragancia compleja (Tropical Fruit P780765)

Para la preparacion de 1.2 Kg de suspension al 28% p/p de cdpsulas

Materiales y equipos:

Solucion poly-SMA Xiran SZ40005 hidrolizado ( 5% p/p, Polyscope ®)
Prepolimero MF

Agua destilada

Disolucién Acido acético glacial (10% p/p, Sigma-Aldrich®)
Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA®)

Reactor de 2L encamisado con tapa y sumidero inferior

Soporte para reactor de 2L

Sistema de recirculacion con control de temperatura (Julabo®F10)
Homogenizador IKA®Ultra-Turrax T®50

Motor de agitaciéon IKA® RW 28 Basic

Embudo de adicion (250 mL)

Varilla agitadora en forma de ancla

Condensador con entrada de agua para proceso de reflujo

Procedimiento:

10.

En el reactor se 2L se prepara una disolucién de 700 g de poly-SMA 2%p/p (a partir de la
soluciéon obtenida en el Protocolo MF.2) vy se ajusta hasta pH=7 con una disolucién de acido
acético (10%p/p).

Se afiaden 300 g de la fragancia sobre la solucion de poly-SMA y se emulsiona con el
homogenizador Ultra-Turrax T®50 (3000 rpm, 30 min) a la vez que se agita el sistema con el
motor de agitacién con la varilla en forma de ancla (250 rpm).

Tras la preparacion de la emulsion, se retira el homogenizador y se coloca la tapa del reactor
con un condensador para mantener el proceso en reflujo.

Se afiaden 200 g de la solucion de prepolimero MF (24%p/p) a través de un embudo de adicion
acoplado a otra de las entradas de la tapa (2 mL/min).

Tras la adicion del prepolimero, se ajusta el pH de la solucidn hasta un pH de 5 con la solucién
de acido acético 10%p/p.

Tras el ajuste de pH, la temperatura del reactor se incrementa hasta 30 °C para iniciar el
proceso de polimerizacidn y se agita el sistema a 300 rpm.

Transcurridos 30 minutos, a través de microscopio dptico la formacién de una fina capa de
polimero.

La reaccidn de polimerizaciéon dura 2-3 h horas. Transcurridos 30 minutos se empieza a
generar una fina capa de polimero alrededor de las gotas que puede verificarse mediante
microscopia dptica. Tras 1h-1.5 h desde el inicio de la reaccidn las capsulas ya estan formadas
pero se procede a un curado mayor del polimero incrementando la temperatura hasta los 60
°C.Tras 1 h a 60 °C la reaccidon de polimerizacion ha finalizado, no obstante, se puede realizar
un proceso de mayor curado del polimero incrementando la temperatura hasta los 85 °C
durante 1 h adicional.

Cuando la sintesis ha finalizado se deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente bajo una
suave agitacién (100 rpm).

El aspecto final de la suspensidon debe ser blanquecino, no muy viscoso y sin presencia de
agregados macroscépicos.
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11. Las microcapsulas obtenidas tienen un tamafio aproximado de 15 um y se debe observar baja

polidispersidn en los tamafio (rango 10-20 um)

PA.1. Encapsulacion de Miglyol®812

Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

Cloruro de tereftaloilo (TR, Sigma-Aldrich®)
Dietilentriamina (DETA, Sigma-Aldrich®)
Tween®80 (Sigma-Aldrich®)

Miglyol®812 (Oxy-Med Express, S.A.)

Agua destilada

Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

Jeringa (25 mL) y aguja (15 cm)
Homogenizador IKA®UIltra-Turrax®T25
Placa agitadora con control de temperatura

Procedimiento:

1. Se preparan por separado las diferentes disoluciones:

a. Fase acuosa I: solucidn acuosa 1%p/p Tween®80, 30 g

b. Fase acuosa ll: solucidn acuosa NaOH 0.19 M + 555 L (5.14 mmoles) DETA, 10 g

c. Fase aceite : Solucién de 500 mg TR (2.46 mmoles) en Miglyol®812, 10 g
Las disoluciones, se agitan para su completa disolucidn. La temperatura de la disolucion de
DETA aumenta ligeramenta.
En un vaso alargado de 100 mL se introduce la fase acuosa | y la fase aceite y se genera la
emulsion con el homogenizador Ultra-Turrax® (5000 rpm, 5 min)
Cuando la emulsién sea estable, se afiade gradualmente (30 s, 0.3 mL/s) la fase acuosa Il con
el uso de una jeringa. La aguja de la jeringa se mantiene sumergida cercana al homogenizador
durante toda la adicion.
Tras la adicidon de la fase acuosa Il, se detiene el Ultra-Turrax® dado que la reaccién de
polimerizacion ha finalizado. La suspension se deja bajo una leve agitacidn magnética (500
rpm) durante 15 minutos para asegurar la completa difusién de la amina.
El aspecto final debe ser de una suspensién blanquecina sin presencia de agregados
macroscopicos y con tamanos comprendidos entre 10 y 50 um siendo la media alrededor de
25 pum.



PA.2. Encapsulacion de fragancia compleja reactiva (FRESCOR AZUL)

Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

Cloruro de tereftaloilo (TR, Sigma-Aldrich®)
Dietilentriamina (DETA, Sigma-Aldrich®)
Tween®80 (Sigma-Aldrich®)

Fragancia Frescor Azul (CARINSA®)

Agua destilada

Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

Jeringa (25 ml) y aguja (15 cm)
Homogenizador IKA®Ultra-Turrax®T25
Placa agitadora con control de temperatura

Procedimiento:

1.

Se preparan por separado las diferentes disoluciones:

a. Fase acuosa I: solucion acuosa 1%p/p Tween®80, 30 g

b. Fase acuosa Il: solucion acuosa NaOH 0.19 M + 555 L (5.14 mmoles) DETA, 10 g

c. Fase aceite : Solucidon de 500 mg TR (2.46 mmoles) en Miglyol®812 + Frescor Azul

(30:70),10g *

*En el caso de la fase aceite, se mezcla inicialmente el cloruro con el Miglyol y tras su disolucion se afiade
la fragancia y se mezcla durante pocos sequndos para evitar en mayor medida la reactividad del cloruro
con componentes de la fragancia.
Las disoluciones, se agitan para su completa disolucidn. Se observa un incremento de la
temperatura en la disolucién de la DETA
En un vaso alargado de 100 mL se introduce la fase acuosa | y la fase aceite y se genera la
emulsiéon con el homogenizador Ultra-Turrax® (5000 rpm, 5 min)
Cuando la emulsidn sea estable, se afiade gradualmente (30 's, 0.3 mL/s) la fase acuosa Il con
el uso de una jeringa. La aguja de la jeringa se mantiene sumergida cercana al homogenizador
durante toda la adicidn.
Tras la adicidn de la fase acuosa Il, se detiene el Ultra-Turrax® dado que la reaccion de
polimerizacidn ha finalizado. La suspensién se deja bajo una leve agitacién magnética (500
rpm) durante 15 minutos para asegurar la completa difusién de la amina.
El aspecto final debe ser de una suspensién blanquecina sin presencia de agregados
macroscopicos y con tamanos comprendidos entre 20 y 50 um siendo la media alrededor de
3 um.
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PA.3. Sintesis de capsulas de poliamida (Miglyol/ APPLE TOP) de menor tamafio (<20 um)

Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

Cloruro de tereftaloilo (TR, Sigma-Aldrich®)
Dietilentriamina (DETA, Sigma-Aldrich®)

PVA 20-98 (Sigma-Aldrich®)

Miglyol®812 o fragancia APPLE TOP (CARINSA®)
Agua destilada

Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

Jeringa (25 mL) y aguja (15 cm)

Homogenizador IKA®Ultra-Turrax®T25

Placa agitadora con control de temperatura

Procedimiento:

1.

Se preparan por separado las diferentes disoluciones:
a. Fase acuosa I: solucion acuosa 2.5% PVA 20-98,30 g
b. Fase acuosa ll: solucidn acuosa NaOH 0.19 M + 2.5 mL (23.7 mmoles) DETA, 10 g
c. Fase aceite : Solucion de 500 mg TR( 2.46 mmoles) en Miglyol®812 o APPLE TOP, 10 g

En un vaso alargado de 100 mL se introduce la fase acuosa | y la fase aceite y se genera la
emulsion con el homogenizador Ultra-Turrax® (12000 rpm, 5 min)

Cuando la emulsidn sea estable, se retira el homogenizador y se procede a la agitacién
magnética (750 rpm).

A continuacidn se afiade la fase acuosa Il gradualmente sobre la emulsién Il con el uso de una
jeringa.

Tras la adicion de la Fase acuosa ll, se deja agitando unos 15 minutos la suspensién de cdpsulas
para asegurar la completa difusion de la amina

El aspecto final debe ser de una suspensién blanquecina sin presencia de agregados
macroscopicos y con tamafios comprendidos entre 3 y 10 um siendo la media alrededor de
10 um.

PA.4. Sintesis de capsulas de poliamida de fragancia compleja (Tropical Fruit P780765) de menor

tamaiio (<20 pum)

Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

Cloruro de tereftaloilo (TR, Sigma-Aldrich®)
Dietilentriamina (DETA, Sigma-Aldrich®)

PVA 20-98 (Sigma-Aldrich®)

Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA®)
Agua destilada



e Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

e Jeringa (25 mL) y aguja (15 cm)

e Homogenizador IKA®Ultra-Turrax®T25

e Placa agitadora con control de temperatura

Procedimiento:

1. Se preparan por separado las diferentes disoluciones:
a. Fase acuosa I: solucién acuosa 3%p/PVA 20-98, 30 g
b. Fase acuosa ll: solucidn acuosa NaOH 0.19 M + 2 mL (18.3 mmoles) DETA, 10 g
c. Fase aceite : Solucién de 650 mg TR (3.2 mmoles) en fragancia Tropical Fruit, 10 g

2. En un vaso alargado de 100 mL se introduce la fase acuosa | y la fase aceite y se genera la
emulsion con el homogenizador Ultra-Turrax® (12000 rpm, 5 min)

3. Cuando la emulsion sea estable, se retira el homogenizador y se procede a la agitacién
magnética (750 rpm).

4. A continuacién se afade la fase acuosa Il gradualmente sobre la emulsién Il con el uso de una
jeringa.

5. Traslaadicién de la Fase acuosa ll, se deja agitando unos 15 minutos la suspensidn de capsulas
para asegurar la completa difusidon de la amina

6. El aspecto final debe ser de una suspension blanquecina sin presencia de agregados
macroscépicos y con tamanos comprendidos entre 3 y 10 um siendo la media alrededor de
10 pm.

PA.5. Escalado de sintesis de capsulas de poliamida de fragancia compleja (Tropical Fruit P780765)

de menor tamaio (< 20 um)

Para la sintesis de 1.25 Kg de suspension de microcdpsulas

Materiales y equipos:

e Cloruro de tereftaloilo (TR, Sigma-Aldrich®)

o Dietilentriamina (DETA, Sigma-Aldrich®)

e PVA 20-98 (Sigma-Aldrich®)

e Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA®)

e Agua destilada

e Sistema de recirculacién con control de temperatura (Julabo®F10)
e Homogenizador IKA®UltraTurrax ®T50

e Motor de agitacion IKA®RW 28 Basic

e Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA)

e Reactor de 2L encamisado con tapa y sumidero inferior
e Soporte para reactor de 2L

e Embudo de adicién (250 ml)

e Vaso de precipitados (500 mL, =90 mm)

e Varilla agitadora en forma de hélice (@= 8 mm)
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Procedimiento:

1.

Se preparan por separado las diferentes disoluciones:

a. Faseacuosal: 1000 g de solucion acuosa PVA 40-98 (3%p/p) en el reactor de 2L

b. Fase acuosa Il : Solucién acuosa de DETA (40uL, 0.37 moles): 250 g

c. Fase aceite : Solucién de fragancia con TR (16.625 g,0.08 moles): 250 g
En el reactor de 2L (con una temperatura fijada de 20 °C) se adapta el sistema de agitacion
por varillas y el homogenizador de tal forma que ambos puedan funcionar en paralelo
evitando el contacto.
La solucidn acuosa de PVA 20-98 se prepara en el reactor bajo una suave agitacion diluyendo
una solucién mas concentrada (20%p/p) preparada previamente.
La fase aceite se prepara en un vaso de precipitados bajo agitacion magnética (500 rpm, 30
minutos)
Por dltimo la solucién de amina se prepara también bajo suave agitacion afiadiendo la amina
sobre el agua. La solucién incrementa su temperatura unos 10-15°C. Tras enfriarse, se
introduce en un embudo de adicién fijado al soporte del reactor para la adicidon posterior.
Se afiade la fase aceite sobre la fase acuosa | y se prepara la emulsion con el homogenizador
(15.000 rpm, 15 min) y el sistema de motor con varillas (600 rpm, 15 min)
Transcurrido el tiempo de emulsidn, se detiene el Ultra-Turrax y a continuacién se afiade la
disolucién de amina (15 mL/min) mientras que el sistema de agitacion se incrementa
ligeramente (750 rpm).
Tras a adicidn de la amina, la suspensidn se deja bajo agitacién mecanica (600 rpm, 15 min)
para asegurar la completa difusion de la amina.
El aspecto final debe ser de una suspensidon blanquecina sin presencia de agregados
macroscépicos y con tamafios comprendidos entre 3 y 10 um siendo la media alrededor de
10 um.
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CO.1. Sintesis de capsulas de mononucleares de Miglyol®812 y fragancias (>50 um)
Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

e Goma arabica (GA, Sigma-Aldrich®)

e Gelatina de cerdo, Tipo A, Bloom 300 (GEL, Sigma-Aldrich®)
e Fase aceite (Miglyol®812 o fragancias)

e Disolucion Acético glacial 10%p/p (Sigma-Aldrich®)
e Agua MilliQ® o destilada

e Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

e Homogenizador IKA®Ultra-Turrax®T25

e Placa agitadora con control de temperatura

e Iman agitador (30 mm x 5 mm)

e pHmetro o papel indicador de pH

e Hielo

Procedimiento:

1. Se preparan por separado las disoluciones de ambos polimeros, en este caso la gelatina A
(GEL) y la goma ardbica (GA). Para ello, 0.5 g de cada biopolimero se diluyen en 25 g de agua
destilada o MilliQ® con el fin de obtener soluciones al 2%. Ambos se diluyen mediante
agitacion magnética y con aplicacion de calor a una temperatura de 50 °C. La solucién de
gelatina se prepara en un vaso de precipitados alargado de 100 mL fijado a una placa agitadora
con un bafio de agua para su control de temperatura mientras que la de goma ardbica se
puede preparar fuera del bafio.

2. Cuando la solucién de gelatina (GELso) sea homogénea y la temperatura haya alcanzado 50 °C,
se retira el agitador mecanico y se afiade la fase aceite (aceite o fragancia). La cantidad de fase
aceite a encapsular puede ir entre 2 y 6 g (preferiblemente 4 g).

3. Se acopla el homogenizador Ultra-Turrax®T25 vy se sumerge el vastago en la solucién de
gelatina para llevar a cabo la emulsién (3.000 rpm, 5 min).

4. Cuando se obtiene una emulsién estable, se retira el homogeneizador, y se afiade de nuevo
el agitador magnético para mantener el sistema agitado de manera constante (750 rpm).

5. Se afiade la solucion de goma ardbica (GAs.) sobre la disolucion de gelatina (GELsol)
gradualmente y se mezclan los componentes (5 min)

6. Seajustael pHdelareaccion hasta 4.1 con una solucién de 4cido acético (10%p/p) para inducir
la coacervacion. Tras esto se observa claramente un incremento de la turbidez del sistema.

7. Lla agitacion se mantiene constante (750 rpm, 15 min) y la temperatura sin modificar (50 °C).

8. Pasado este tiempo se procede al enfriamiento gradual del sistema. El descenso se diferencia
en 2 etapas. Primero la gelificacion (T final = 25°C, t= 60 minutos) y posteriormente una mayor
reticulacién (T final = 5°C, t= 60 minutos). Para este descenso es necesario la adicién de hielo
de forma controlada o un criotermostato. En la segunda etapa de enfriemiento se reduce
ligeramente la agitacidn para evitar posibles rupturas de las capsulas ya gelificadas. (500 rpm)
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Capitulo 9

C0.2. Sintesis de capsulas de multinucleares de Miglyol®812 y fragancias (>50 um)
Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

e Goma arabica (GA, Sigma-Aldrich®)

e Gelatina de cerdo, Tipo A, Bloom 300 (GEL, Sigma-Aldrich®)
e Fase aceite (Miglyol®812 o fragancias)

e Disolucion Acético glacial 10%p/p (Sigma-Aldrich®)
e Agua MilliQ® o destilada

e Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

e Homogenizador IKA®UIltra-Turrax®T25

e Placa agitadora con control de temperatura

e Iman agitador (30 mm x 5 mm)

e pHmetro o papel indicador de pH

e Hielo

Procedimiento:

1. Se preparan por separado las disoluciones de ambos polimeros, en este caso la gelatina A
(GEL) y la goma arabica (GA). Para ello, 0.25 g de cada biopolimero se diluyen en 25 g de agua
destilada o MilliQ® con el fin de obtener soluciones al 1%. Ambos se diluyen mediante
agitacién magnética y con aplicacién de calor a una temperatura de 50 °C. La solucién de
gelatina se prepara en un vaso de precipitados alargado de 100 mL fijado a una placa agitadora
con un bafio de agua para su control de temperatura mientras que la de goma arabica se
puede preparar fuera del bafio.

2. Cuando la solucién de gelatina (GELso) sea homogénea y la temperatura haya alcanzado 50 °C,
se retira el agitador mecanico y se afnade la fase aceite (aceite o fragancia). La cantidad de
aceite a encapsular estd comprendida entre 1-2 g.

3. Se acopla el homogenizador Ultra-Turrax®T25 vy se sumerge el vdstago en la solucién de
gelatina para llevar a cabo la emulsién (8.000 rpm, 10 min).

4. Cuando se obtiene una emulsién estable, se retira el homogeneizador, y se afade de nuevo
el agitador magnético para mantener el sistema agitado de manera constante (750 rpm).

5. Se afiade la solucion de goma ardbica (GA:.) sobre la disolucion de gelatina (GELsol)
gradualmente y se mezclan los componentes (5 min)

6. Seajustael pHdelareaccion hasta 4.1 con una solucién de acido acético (10%p/p) para inducir
la coacervacion. Tras esto se observa claramente un incremento de la turbidez del sistema.

7. La agitacién se mantiene constante (750 rpm, 15 min) y la temperatura sin modificar (50 °C).

8. Pasado este tempo se procede al enfriamiento gradual del sistema. El descenso se diferencia
en 2 etapas. Primero la gelificacion (T final = 25°C, t= 60 minutos) y posteriormente una mayor
reticulacién (T final = 5°C, t= 60 minutos). Para este descenso es necesario la adicién de hielo
de forma controlada o un criotermostato. En la segunda etapa de enfriemiento se reduce
ligeramente la agitacion para evitar posibles rupturas de las capsulas ya gelificadas. (500 rpm)
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C0.3. Sintesis de capsulas de mononucleares pequefias (<50 um, Miglyol o fragancias)
Para experimentos a escala laboratorio (50-60 g)

Materiales y equipos:

e Goma arabica (GA, Sigma-Aldrich®)

e Gelatina de cerdo, Tipo A, Bloom 300 (GEL, Sigma-Aldrich®)
e Fase aceite (Miglyol®812 o fragancias)

e Disolucion Acético glacial 10%p/p (Sigma-Aldrich®)
e Agua MilliQ® o destilada

e Vaso alargado (100 mL, @ =50 mm)

e Homogenizador IKA®UIltra-Turrax®T25

e Placa agitadora con control de temperatura

e Iman agitador (30 mm x 5 mm)

e pHmetro o papel indicador de pH

e Hielo

Procedimiento:

1. Se preparan por separado las disoluciones de ambos polimeros, en este caso la gelatina A
(GEL) y la goma arabica (GA). Para ello, 1 g de cada biopolimero se diluyen en 25 g de agua
destilada o MilliQ® con el fin de obtener soluciones al 4%. Ambos se diluyen mediante
agitacién magnética y con aplicacién de calor hasta una temperatura de 50 °C. La solucién de
gelatina se prepara en un vaso de 100 mL alargado ya acoplado una placa agitadora con un
bafio de agua para su control de temperatura mientras que la de goma arabica se puede
realizar por separado.

2. Cuando la solucion de gelatina (GELso) esté homogénea y a la temperatura mencionada, se
retira el agitador mecanico y se afiade la fase aceite a esta disolucion (aceite o fragancia. La
cantidad de aceite a encapsular debe estar en 8 y 10 g, es decir una relacién 1:4 o 1:5 de
polimero respecto al nucleo.

3. Se acopla el homogenizador Ultra Turrax®T25 y se sumerge el vastago en la solucién de
gelatina para llevar a cabo la emulsion (8.000 rpm para un nucleo viscoso)-14.000 rpm (para
un nucleo muy viscoso), durante 5 min.

4. Cuando se obtiene una emulsidn estable y de tamafio de gota deseado (comprobado por
microscopio 6ptico) , se retira el homogenizador, y se afiade de nuevo el agitador magnético
para mantener el sistema agitado de manera constante (1000 rpm).

5. A continuacién se afiade la solucion de goma ardbica (GAs.) sobre la disolucion de gelatina
(GELsol) gradualmente y se mezcla durante 5 minutos.

6. Seguidamente, se ajusta el pH de la reaccién hasta pH=4.1 con una solucidn de acido acético
(10%p/p) para inducir la coacervacidn. Tras esto se observa claramente un incremento de la
turbidez del sistema.

7. Lla agitacién se mantiene constante (750 rpm) durante 15 minutos y la temperatura sin
modificar (50 °C).

8. Pasado este tempo se procede al enfriamiento gradual del sistema. El descenso se diferencia
en 2 etapas. En la primera (T sinal = 25°C, t= 60 minutos) se alcanza la gelificacién mientras que
en la siguiente (T fina = 5°C, t= 60 minutos) se produce una mayor reticulacién y
endurecimiento de las cépsulas. Es importante que la agitacion no se detenga en ningln
momento de la gelificacién ya que de ser asi se obtendran agregados de forma irreversible.
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Capitulo 9

Para este descenso es necesario la adicion de hielo de forma controlada. Tras la gelificacion
se reduce la velocidad de agitacidn para no romper las capsulas (750 rpm).

C0.4. Escalado de sintesis de capsulas de mononucleares de fragancia TROPICAL (>50 um)

Para la sintesis de 1.2 Kg de suspension de microcdpsulas

Materiales y equipos:

e Goma arabica (GA, Sigma-Aldrich®)

e Gelatina de cerdo, Tipo A, Bloom 300 (GEL, Sigma-Aldrich®))
e Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA)

e Disolucion Acético glacial 10%p/p (Sigma-Aldrich®)

e Agua MilliQ® o destilada

e Placa agitadora con control de temperatura

e Vaso de precipitados (1000 mL, @=105 mm)

e pHmetro o papel indicador de pH

e Sistema de recirculacion con control de temperatura (Julabo®F10)
o |IKA® Ultra-Turrax T®50

o |KA® RW 28 Basic

e Reactor de 2L encamisado con tapa y sumidero inferior

e Tubo de silicona para transferencia de liquidos

e Soporte para reactor de 2L

e Embudo de adicidn

e Varilla agitadora en forma de hélice (@=8 cm)

e Varilla agitadora en forma de hélice (#=14 cm)

Procedimiento:

1. Inicialmente se prepara una solucidn de 500 g de gelatina (GEL, 2%p/p) en el reactor de 2 L
bajo agitacion mecdnica (400 rpm, 50 °C).

2. Cuando la solucidn (GELs,) sea homogénea y alcance los 50 °C, se afiaden 80 g de la fragancia
TROPICAL, se acopla el homogenizador Ultra-Turrax®T25 y se emulsiona (3.000 rpm, 15 min).

3. Enunvaso de precipitados (1000 mL), se prepara a continuacion la solucidn de 500 g de goma
arabica (GA, 2%p/p) bajo agitacion magnética y temperatura (750 rpm, 15 min, °C)

4. Cuando la nueva solucion (GAs.) se encuentre totalmente homogénea y a la temperatura de
50 °C, ésta se transfiere de al reactor de 2L gradualmente (50 mL/s) de la misma manera que
se realizd con la emulsién previa.

5. Cuando se haya completado la transferencia, se deja agitando durante 15 minutos para
mezclar los componentes (250 rpm, 15 min)

6. Transcurrido este tiempo, se ajusta el pH a 4.1 mediante la adicién gota a gota de una solucién
10%p/p de acido acético y se inicia el proceso de coacervacién

7. Tras el ajuste de pH se ajusta la velocidad de agitacion que se mantendra inalterado durante
toda la sintesis (400 rpm) y se inicia el descenso de temperatura.

8. Eldescenso se diferencia en 2 etapas. En la primera (T final = 25°C, t= 60 minutos, 400 rpm) se
alcanza la gelificacion mientras que en la siguiente (T fina = 5°C, t= 60 minutos, 250 rpm) se
produce una mayor reticulacién y endurecimiento de las capsulas.
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9. Tras el proceso de descenso de temperatura, las capsulas ya estan correctamente formadas.
La suspension debe ser fluida, sin agregados macroscépicos. Las cdpsulas deben tener un
tamafio de particula comprendido entre 50 y 100 pm.

CO.5. Escalado de sintesis de capsulas de mononucleares de fragancia TROPICAL (<50 pm)

Para la sintesis de 2.5 Kg de suspension de microcdpsulas

Materiales y equipos:

e Goma arabica (GA)

e Gelatina de cerdo, Tipo A, Bloom 300 (GEL)

e Fase aceite (fragancia, aceite o PCM en fase liquida)

e Disolucion Acético (10%p/p)

e Agua MilliQ® o destilada

e pHmetro o papel indicador de pH

e Criotermostato con sistema de recirculacién

e |KA UltraTurrax T®50

e |KA® RW 28 Basic

e IKA®RW 20 Digital

e Fragancia Tropical Fruit P780765 (CARINSA)

e Reactor de 5L encamisado con tapa y sumidero inferior
e Reactor de 2L encamisado con tapa y sumidero inferior
e Tubo de silicona para transferencia

e Soporte para reactor de 2L

e Soporte para reactor de 5L

e Embudo de adicidn

e Varilla agitadora en forma de hélice (#=14 cm)

e Varilla agitadora en forma de hélice (#=8 cm)

Procedimiento:

1. Inicialmente se prepara una solucién de 1.25 kg de gelatina (GEL, 4%p/p) en el reactor de 2 L
bajo agitacion mecanica (400 rpm, 50 °C).

2. Cuando la solucién (GELse) sea homogénea y alcance los 50 °C, se afiaden 400 g de la fragancia
TROPICAL, se acopla el homogenizador Ultra-Turrax®T25 y se emulsiona (8.000 rpm, 15 min).

3. Cuando la emulsidon sea estable, ésta se transfiere al reactor de 5L, previamente calentado a
50 °C, mediante un tubo de silicona adaptado entre sumidero inferior del reactor de 2L y la
boca del reactor de 5L.

4. Tras la transferencia, se coloca la tapa y se acopla un sistema a de agitacién con una varilla de
tipo hélice (250 rpm).

5. En el reactor de 2L, se prepara a continuacion la solucion de 1.25 Kg de goma arabica (GA,
4%p/p).
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Capitulo 9

6. Cuando la nueva solucidn (GAs.) se encuentre totalmente homogénea y a la temperatura de
50 °C, ésta se transfiere de al reactor de 5L de la misma manera que se realizé con la emulsion
previa.

7. Cuando se haya completado la transferencia, se deja agitando para mezclar los componentes
(250 rpm, 15 min)

8. Transcurrido este tiempo, se ajusta el pH a 4.1 mediante la adicién gota a gota de una solucion
10%p/p de acido acético y se inicia el proceso de coacervacion

9. Tras el ajuste de pH se ajusta la velocidad de agitacién que se mantendra inalterado durante
toda la sintesis (400 rpm) y se inicia el descenso de temperatura.

10. El descenso se diferencia en 2 etapas. En la primera (T final = 25°C, t= 60 minutos, 400 rpm) se
alcanza la gelificacion mientras que en la siguiente (T fina = 5°C, t= 60 minutos, 250 rpm) se
produce una mayor reticulacion y endurecimiento de las cdpsulas. Es importante que la
agitacién no se detenga en ninglin momento de la gelificacidn ya que de ser asi se obtendran
agregados de forma irreversible.

11. Tras el proceso de descenso de temperatura, las cdpsulas ya estdn correctamente formadas.
La suspension debe ser fluida, sin agregados macroscépicos. Las cdpsulas deben tener un
tamafio de particula comprendido entre 10y 20 pum.

TURB.1. Determinacion del punto de mayor turbidez en la formacién de coacervados

Materiales y equipos:

e Solucién 1%p/p GA en agua MilliQ®

e Solucidn 1%p/p GEL en agua MilliQ®

e Vaso de precipitados(50 mL, @=43mlL)

e Iman agitador (2x20 mm)

e Pipeta Pasteur

e pHmetro

e Solucidn acido acético glacial ( 1%p/p)

e Espectrofotdémetro UV-VIS (Cary 4000, Agilent®)
e Cubeta de cuarzo

Procedimiento:

1. Enun vaso alargado de 50 mL provisto de un iman agitador, se afiaden 15 mL de solucién de
GA (0.1%p/p) y se sumerge el electrodo del pHmetro.

2. Aesta solucidn, bajo agitacion magnética, se le afiade la solucién de GEL (0.1%p/p).La mezcla
de ambas soluciones instantdneamente muestran una ligera turbidez por la generacién de
coacervados.

3. Parala determinacion de esta turbidez, se extraen alicuotas y se introducen en la cubeta de
cuarzo para su analisis por absorbancia en el espectrofotémetro UV-VIS a una longitud de
onda de 600 nm.

4. A continuacidn se acidifica gradualmente la mezcla de biopolimeros con la adicién de acido
acético y se analizan las variaciones de turbidez. Se extraen los valores de absorbancia
respecto al pH de la mezcla.
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5. Con los datos extraidos se genera una relacion pH vs absorbancia que muestra el pH donde la
turbidez es maxima, y por lo tanto, la produccién de coacervados es mayor.

DEC.1. Lavado de capsulas (MF, PA, CO) mediante decantacién
Para suspensiones a escala laboratorio (50-120 g)

Materiales:

e Embudo de decantacion (250-500 mL)
e Agua MilliQ® o destilada

Procedimiento:

1. Tras finalizar la reaccion, se retira el agitador magnético y se retira la suspensién del bafio de
agua.

2. Se recogen la mayor cantidad posible de capsulas arrastrandolas con agua y se afladen a un
embudo de adicidn.

3. A continuacidn se afiade una cantidad de agua destilada o MilliQ que sea doble la masa de
crudo obtenida (100-240 g). Se agita vigorosamente el embudo de decantacién y se dejar
reposar las capsulas.

4. Dependiendo de la densidad de las capsulas, éstas pueden flotar o depositarse por lo que la
recoleccidn puede ser previa o posterior a la eliminacidn del agua. En caso de que se observen
dos fases (superior e inferior) se pueden recoger por separado.

LIOF1. Proceso de liofilizacion de capsulas

Materiales y equipos.

e Tubos Falcon® de 50 mL con tapdn

e Suspensidn de microcdpsulas

e Nitrégeno liquido

e Recipiente encamisado tipo Dewar®

e Ultracongelador (HEF U410, New Brunswick®)
e liofilizadora ( Cryodos-50, Telstar®)

e Balanza (KERN PLS 1200-33)

Procedimiento:

1. Serecoge una porcion de la suspensidn de capsulas (15-20 mL) en un tubo Falcon previamente
tarado. Se anota la cantidad anadida de suspensidon para conocer posteriormente la
concentracion.

2. Posteriormente se procede a la congelacion de la muestra. Segun si la muestra se congela
instantdneamente o progresivamente se usara nitrégeno liquido o un ultracongelador,
respectivamente

3. En el caso de congelar con nitrégeno liquido, la boca del tubo a liofilizar se precinta con
parafilm perforado antes de la congelacidon. Tras esto, el tubo se deposita en un recipiente
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apto para congelaciones con nitrégeno liquido y se afiade el nitrogeno con precaucion. Se
dejan congelar las muestras unos 5-10 minutos y se llevan directamente a la liofilizadora.

4. En el caso de congelar mediante un ultracongelador, éstas se dejan durante al menos 2 horas
para asegurar la completa congelacion. Pasado este tiempo minimo, se procede a taparlas con
parafilm perforado y se introducen en la liofilizadora.

5. Las muestras a liofilizar se introducen en un vaso apto para liofilizacién, y se dejan minimo 48
h hasta para asegurar la completa evaporacién del agua. Las condiciones para la liofilizacion:

» Temperatura=-50 °C
> Presién=0.780 mBar

GC.1. Andlisis por GC-MS de muestras encapsuladas

Materiales y equipos:

e Cromatdgrafo de gases (Agilent Technologies 7890B)

e Espectrometro de masas (Agilent Technologies 5977A MSD. SQ detector)
e Muestra de microcapsulas (suspension o sélido liofilizado)

e Acetona (ACS reagent grade, Scharlau)

e Hexan o(ACS reagent grade, Scharlau)

e Agitador magnético de cruz (15x15mm)

e Jeringas de plastico (10 mL)

e FiltroTF 0,1 pm @ Turrax® T25

Condiciones GC-MS

- Gas portador: Helio

- Flujo de gas: 1.8 mL/min

- Presion: 15 psi

- Modo: Split

- Cantidad de muestra inyectada : 2ulL

- Columna: Agilent 19091s-433

- Dimensiones columna: 30 m x 250 pm x 0,25 um
- Rango de temperaturas: 50-280 °C

Procedimiento:

1. Las cdpsulas a analizar se pesan y se introducen en un vial para proceder al procedimiento de
ruptura y extraccion.

2. Enlos casos en que se quiera determinar la fragancia en el exterior de las capsulas se puede
usar hexano como disolvente. El hexano extrae los compuestos orgdnicos fuera de las
capsulas, ya sea en la pared en muestras liofilizadas, o libres en una suspensién acuosa. Esta
fase se pincha en el GC-MS mediante el uso de un filtro.

3. Tras la extraccion de los compuestos del exterior de la capsula, la suspensiéon se mezcla con
una cantidad conocida de acetona y se dejan agitando al menos 2 horas. Este proceso extrae
el contenido interior de la capsula.

4. Transcurrido el tiempo, se extrae la acetona del vial y se filtra para eliminar cualquier resto de
capsula.
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5. La muestra se introduce en viales aptos para la determinacion por GC-MS y se procede a
pinchar la muestra.

GRAV. Ruptura de capsulas para determinacion cuantitativa por gravimetria

Materiales y equipos:

e (Capsulas en forma de polvo/sdlido liofilizado

e Cloroformo/acetona (ACS reagen grade, Scharlau)
e Embudo Buchner (=55 mm)

e Matraz Kitasato (250 mL)

e Papel defiltro 1-3 um

e Bomba de vacio papel filtrante

e Iman agitador de cruz (25x25 mm)

e Vaso de precipitados (250 mL)

e Agitador magnético

Procedimiento:

1. Una cantidad conocida de cépsulas liofilizadas (20-40 g) o una suspensién de las mismas (100-
200 g, 15-30%p/p de capsulas), se mezclan con el disolvente organico de ruptura. Los
disolventes mas aptos pares ello son acetona o cloroformo.

2. La mezcla se agita vigorosamente cubriendo el vaso para evitar una excesiva evaporacion y
salpicaduras (1000 rpm, 4 h).

3. Transcurrido este tiempo, se filtra el contenido bajo vacio con un montaje embudo
Buchner/Kitasato y con el uso de un papel de filtro previamente pesado.

4. Tras el filtrado, se afiade acetona/cloroformo para acabar de arrastrar restos de
aceite/fragancia encapsulado y se deja secar al aire.

5. Tras el secado al aire, tanto el papel y el material recogido, se dejan secar en un horno (40 °C).

6. Transcurridas 6 h, se retira la muestra del horno, y se pesa para determinar la cantidad de
material seco recogido.

RUPTRMN.1. Proceso de ruptura y extraccion para determinacién cuantitativa por *H-RMN

Materiales y equipos:

e (Capsulas en forma de polvo/sdlido liofilizado

e Cloroformo deuterado (Eurisotop®)

e N,N-Dimetilformamida(DMF, ACS reagen grade, Scharlau)
e Viales de vidrio con tapén (5 mlL)

e Iman agitador (3x10 mm)

e Placa agitadora

e  Micropipetas (100 y 1000 pL)

e Pipetas Pasteur de vidrio

e Tubos de vidrio de RMN (Eurisotop®)
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Procedimiento:

Se introduce una cantidad de 30 mg de cdpsulas liofilizadas en un vial provisto de un agitador
magnético.

Se afade a continuacién una cantidad de cloroformo comprendida entre 800-1000pL
mediante una micropipeta, cantidad suficiente para el llenado posterior del tubo de RMN.

El vial se tapa inmediatamente y se deja agitar durante al menos 12h para asegurar la
completa ruptura y extraccién del material encapsulado.

Tras el proceso de ruptura, se afiade a la mezcla una cantidad conocida de DMF (patrén
interno) y se homogeniza agitando levemente la mezcla.

A continuacion se extrae el contenido del vial con una pipeta Pasteur y se transfiere a un tubo
de RMN. En este proceso no es necesario filtrar la suspensién ya que las particulas sélidas no
interfieren en el analisis posterior por RMN. En la mayoria de los casos el material de corteza
se sitla en la parte superior del tubo por la mayor densidad del cloroformo.

RMN.1. Andlisis del contenido por *H-RMN

Materiales y Equipos:

Espectroscopio RMN ( Bruker® ,250 MHz)
Tubo RMN con la muestra a analizar
Turbina Spinner Bruker®

Condiciones:

Anélisis *H-RMN para la determinacién de protén
Lock (disolvente): CDCls

N2 scans: 32 scans.

Software : TOPSPIN

CALC.1.Célculo de la carga util de microcapsulas por *H-RMN

Software:

Mestrelab Mestrenova ®
Microsoft Excel ®

Procedimiento:

1.

Mediante el Software Mestrenova® u otro apto para el andlisis de espectro de RMN, se
determina la integral de los picos a analizar. Como integral de referencia se toma el protén
situado en &= 8.03 correpondiente a DMF. Esta integral se normaliza a 1.
En una tabla Excel® se afiaden los datos correspondientes a la DMF y el nucleo a analizar. Los
datos mas relevantes (fijos y variables) son:

= Cantidad de patrén DMF afiadida

=  Peso molecular de los compuestos

= Densidad de los compuestos

= (Cantidad de protones del pico a analizar

= Integral del pico a analizar
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3. Mediante laintroduccién de la integral determinada se puede determinar la cantidad en masa
de nucleo encapsulado. Esta cantidad, comparada con la cantidad de cdpsulas analizadas da
como resultado la carga de capsula.

Las ecuaciones utilizadas para adquirir estos valores se detallan a continuacién:

Abreviaciones

ADMF

A

nuDMF

nHX

P.M.ome

P.M.x

dDMF

dx

Area Pico DMF

Area sefial del compuesto X a analizar
Numero de protones sefial DMF
Numero de protones sefial compuesto X
Peso molecular DMF

Peso molecular compuesto X

Densidad DMF

Densidad compuesto X

Mowme
Mx
Mcaps
Volowmr

Voly

Masa DMF

Masa compuesto X

Masa cdpsulas analizadas
Volumen afiadido DMF

Volumen compuesto X

Inicialmente se calcula la cantidad de moles afiadidos de patrén interno (DMF)

mOles DMF = VOlDMF X dDMF X P'M'DMF

A continuacién, para obtener los moles del compuesto X es necesario establecer la relacion molar con
el DMF. Los datos necesarios para ello, son el nimero de protones que corresponden a dicha sefial y
la integral obtenida teniendo como referencia el Area de DMF (Apme= 1, np=1).

La ecuacidn para la determinacion de esta relacién molar es la siguiente:

OME (M)
Rel. Molar ( X >= nHZiV[F
(m)

Tras establecer la relacion molar entre ambos compuestos se puede determinar la cantidad de moles
gue hay del compuesto X y su masa.
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DMF

moles X = Rel. Molar ( X

) X moles DMF

MX:molesX X P. M-X

Finalmente, con los datos correspondientes a la masa de capsulas de partida, se puede obtener la
carga Util de las capsulas con la siguiente ecuacion:

.y My
Carga util (%) = (M

) X 100

caps

OM.1. Visualizacidon de muestras por microscopio optico

Materiales y equipos:

e Suspension de capsulas

o Agua destilada

e Portamuestras de vidrio

e Pipeta Pasteur

e Microscépio Optico (ZEISS® Primostar)

Procedimiento:

1. Se extrae una pequefia fraccion de muestra mediante una pipeta Pasteur y se extiende por el
portamuestras de vidrio. En caso de que la muestra sea muy concentrada, se extrae una
fraccion y se diluye con agua destilada antes de su deposicion

SEM.1. Preparacidn y analisis de muestras por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Materiales y equipos:

e Suspensidn acuosa o polvo de capsulas

e Soporte de muestras para SEM

e Recubrimiento de soporte (Aluminum Tape o carbén Tape)

e Equipo para metalizacién de muestras (Leica® EM ACE 200)

e Microscopio de barrido electrénico (FEI®Quanta ™ 650 FEG ESEM)

Procedimiento:
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1. Para la preparacion de muestras se usa aluminio en el caso las muestras himedas y cinta de
carbono para el polvo de capsula. En las muestras en himedo se depositan pequefias gotas
sobre la cinta de aluminio y posteriormente se dejan secar al aire. Para el caso de las muestras
de cinta de carbono, las capsulas sélidas se depositan con una espatula sobre la superficie
adhesiva.

2. Tras preparar las muestras y comprobar su secado (en el caso de las himedas) se procede a
un proceso de metalizacién para mejorar su conductividad y por consiguiente su observacién.

3. Paraello, se colocan en el metalizador y se les aplica un recubrimiento de platino de 5 nm de
grosor.

4. Cuando el proceso haya finalizado (20-25 minutos) se retiran las muestras del metalizador y
se colocan en el microscopio electrénico.

5. En la visualizacién por SEM se recomienda utilizar pardmetros de SPOT SIZE comprendidos
entre (2.5-3), un voltaje entre (2-10 mV) y alto vacio en el modo de electrones secundarios.

MZ.1. Determinacidn de distribucion de tamaio por difracciéon laser

Materiales y equipos:

e Suspension acuosa o polvo de capsulas

e Equipo de difraccidn laser (Mastersizer®2000, Malvern®) con accesorio de dispersion via
humeda

e Agua MilliQ®

e Pipetas Pasteur

Procedimiento:

1. Antes de la introduccién de la muestra se fijan las siguientes condiciones para el analisis de

microcdpsulas tanto en el software como en el equipo:
e 1250 rpm velocidad del dispersor via himeda
e 5-15% rangos de oscuracion
e Difraccion del medio: agua

2. La cdmara de cuarzo por donde la muestra circula se limpia previamente con papel de
microfibra para evitar la presencia de cualquier particula que pueda interferir en la
determinacion.

3. Se vuelve a colocar la cdmara en el equipo y se conectan la entrada y la salida del accesorio
para via himeda

4. Se afiade agua destilada al accesorio y se activa el motor a la velocidad antes especificada.

5. Silasefial de los detectores es la correcta (no hay presencia de suciedad) se realiza el alineado
y el blanco.

6. Seanade a continuacidn una cantidad de muestra suficiente como para situar la sefial dentro
del rango de obscuracion fijado y se inicia la determinacién de tamafo. La muestra se puede
afiadir con una pipeta en caso de ser una suspension acuosa o con espatula en caso de ser
solida y redispersable en agua.

7. Serealizan 3 analisis de la muestra y se genera un grafico con los tamafios correspondientes
a la muestra.

IMP.1. Impregnacion de tejidos con microcapsulas al 0.15% en peso
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Materiales y equipos:

e Suspensién acuosa o polvo de capsulas

e Agitador magnético cruz (25x25 mm)

e Vaso de precipitados (500 mL, @=90 mm)

e Placa agitadora con control de temperatura

e Fragmentos de tejido de 25 cm? (5x5) de toalla o camiseta de algoddn
e Placas Petri de vidrio

Procedimiento:

1. Enunvaso de precipitados de 500 mL provisto de un iman agitador se afiaden 400 g de agua
del grifo hasta lograr una suspension 0.15%p/p en cépsulas (0.6 g).

2. La mezcla se homogeniza y a continuacion de afiade el fragmento de tejido a tratar.

3. En caso de ser por agitacion, se afiade el fragmento y se deja agitando durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se extrae con pinzas y se deja secar al aire en una placa Petri. y se
activa el motor a la velocidad antes especificada.

4. Encaso de ser por inmersion, el fragmento, sostenido con pinzas, se sumerge en la suspensién
de cdpsulas 5 veces. Tras esto se procede a dejar secar de la misma manera que con agitacion.
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Formulaciones de fragancias utilizadas

Nombre

% Férmula

Nombre

% Formula

Acetato etilo
2-Metilbutirato etilo
cis-3-Hexenol
Acetato isoamilo
Manzanate

Acetato cis-3-hexenilo
Acetato hexilo
2-Isopropil-4-metiltiazol
p-Cimeno

Limoneno

Eucaliptol

Melonal
gamma-Terpineno
DHM

Caproato alilo
Butirato de amilo
Liffaroma
Terpinoleno

Linalol

Alcohol feniletilico
Isobutirato hexilo
Citronelal

Mentona

Acetato bencilo
Heptanoato alilo
Butirato cis-3-hexenilo
Terpineol

Aldehido C10
Terpenil metil eter
Alil amil glicolato
Aldehido cuminico
Citral

Carvona

Acetato linalilo

1.5
3
0.2
1.8

0.01
0.0025
7.075
0.4
0.1
0.0025
3.5
1.5
0.8
0.2
0.0015
3.655
0.001
0.4
0.05
0.4
0.0105

0.2
0.02
0.206
0.6
0.2
0.0002
0.5015
0.2
1.026

Agrumex

Aldehido C11 Undecilico
Veloutone

Orivone

Acetato terpenilo
Aldehido C12 MNA
Menta-8-tiol-3-ona
delta-Damascona
Acetato geranilo
Aldehido C12 Laurico
MAM

Acetato verdilo
Metil ionona
Floralozone

Yara yara
trans-2-dodecenal
Decadienoato etilo
Acetato veticol
Butirato DBC
Phenirat

Bacdanol

Aldehido C14
Fructalate

DEP

Hedione

TEC

Iso E Super
Salicilato hexilo

Habanolide

Aldehido alfa-amil cinamico

Salicilato metilo

Sandela

16
0.0585
0.5
0.2
0.001
0.0025
0.002
0.4
1.5
0.0535
0.01
7.5
0.5
0.2

0.006
0.1
0.2
1.5

0.2

0.2
1.538

0.2648

0.0015
0.0005
0.5
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Nombre

% Formula

2-Metilbutirato etilo 30
Acetato cis-3-hexenilo 15
Caproato alilo 40
Manzanate 15
Manzanate 2
Nombre % Férmula

2-Metilbutirato etilo

Acetato bencilo

Acetato hexilo

Acetato isoamilo

Alcehido C-14 (G.undecalactona)
Alcehido C-16 (Ald.Fresa)
Alcehido C-18 (G.Nonalactona)
Butirato de DBC

Caprilato de etilo

Beta Damascona

Etil Maltol

Frambinon

Ftalato dietilo

Gamma decalactona

Hedione

lonona alfa

lonona beta

Isobut.fenoxietilo

Agrumex

Acido 2-metil-2-pentenoico

N O RPN R

0.1

29.5

15

10

10
0.2




% Formula

2.5
22.5
2.5
7.5
25
12.5
25
2.5

Nombre % Formula Nombre
Acetato linalilo 17 2-Metilbutirato etilo
Acetato nerilo 5 Acetato hexilo

Bois ambrene forte 5 Acetato isoamilo
Calone 161 1 Caprilato de etilo
Hedione 40 Caproato alilo
Helional 5 Caproato de etilo
Iso e super 25 Heptilato etilo
Liffaroma 1 Manzanate
Floralozone 1
Nombre % Férmula

Acetato bencilo
Acetato citronelilo
Acetato geranilo
Aldehido C-10
Aldehido C-12 MNA
Alcehido C-14 (G.undecalactona)
Alil amil glicolato
Bois ambrene forte
Dihydroflororiffone
Hedione
Helional
Liffaroma
Triplal
Undecavertrol
Aldehido ciclamen supra
Propionato verdilo
Florazolozone

Bergaflor base

0.5
0.5
0.6
0.5

1.5
20
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