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SÍMBOLOS Y ABREVIATURAS 

 

%RC   Rendimiento de coacervación 

a   Alícuota (mL)  

A  Fracción de biopolímeros de acuerdo a la relación material de 

pared/emulsión W/O 0.666 para la relación 2:1 y 0.5 para la relación 1:1. 

aa’s  Aminoácidos 

Ab  Anticuerpo 

Ag  Antígeno 

ANOVA Análisis de Varianza 

B  Fracción emulsión W/O de acuerdo a la relación material de 

pared/emulsión W/O 0.333 para la relación 2:1 y 0.5 para la relación 1:1. 

BAr   Actividad biológica residual de la insulina (%) 

BtnAbM Anticuerpo monoclonal de insulina biotilinado 

CHIT  Quitosano 

CMC   Carboximetilcelulosa de sodio 

D  Concentración de insulina leída directamente en la curva tipo (ng/mL) 

D3,2  Diametro Sauter Medio 

D4,3  Diámetro de esfera equivalente 

DNA  Acido desoxirribonucleico 

EE  Eficiencia de Encapsulación 

EFinal  UI insulina activa por gss después del secado por aspersión (UI/gss) 

ELISA Enzyme linked inmunosorbent assay 

ENSA  Encuesta Nacional de Salud 

ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 

EnzAbM Anticuerpo monoclonal de insulina conjugado a una enzima.  

EProducción UI insulina activa por gss utilizadas para producir las microcápsulas (UI/gss) 

F  gss en la muestra húmeda 

FFinal  µg insulina activa por gss después del tiempo de incubación (UI/gss) 

Fi  Fase acuosa interna 

FO  Fase Oleosa 
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FProducción µg insulina activa por gss utilizadas para producir las microcápsulas (UI/gss) 

gss  gramos de sólido seco 

HLB  Balance Lipofilico-Hidrofilico 

LDL  Lípidos de baja densidad 

m1  Masa de la solución de insulina 100UI/mL (g)  

m2  Masa de glicerol (g) 

mBP   Masa total de polímeros utilizados en la preparación de la mezcla binaria 

(g) 

mC  Masa del coacervado deshidratado (g) 

mh  masa de la muestra húmeda utilizada para el análisis de solubilidad (gTot) 

ms  masa de la muestra seca obtenida después del análisis de solubilidad 

(gss) 

mT  Masa final de la mezcla (g) 

O/W  Aceite en agua 

PAA  Ácido Poliacrílico 

PGPR  Polirricinoleato de Poliglicerilo 

PI  Punto Isoeléctrico 

rpm  Revoluciones por minuto 

SA  Alginato de Sodio 

SEM  Scanning Eletronic Microscopy 

Te  Temperatura de entrada del aire de secado (°C) 

Ts  Temperatura de salida del aire de secado (°C) 

UI  Unidades internacionales de insulina. 

W/O/W Agua en aceite en agua 

W/O  Agua en aceite 

WPI  Aislado de proteína de suero de leche 

x1  Fracción en peso de glicerol en m1 

Xh  Fracción de humedad de la muestra húmeda (gH2O/gTot), el término  

         tiene las unidades de gss/gTot 

xT  Fracción en peso de glicerol en mT
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RESUMEN 

 

En el presente trabajo se abordó el problema de la administración oral de la insulina. Se  

encapsuló insulina utilizando la técnica combinada emulsión doble agua en aceite en 

agua W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water” y coacervación compleja. 

Las eficiencias de encapsulación resultaron de entre 87.6 a 89.5% para la proporción 

fase interna:fase oleosa Fi:FO 1:2. La formación de la emulsión doble W/O/W fue 

confirmada por microscopia óptica y la distribución del tamaño del glóbulo resultó ser 

bimodal con picos en 10 y 20µm. Se establecieron las mejores condiciones de 

coacervación con los sistemas aislado de proteína de suero de leche WPI por sus siglas 

en inglés “whey protein isolate”-carboximeticelulosa CMC por sus siglas en inglés 

“carboxymethyl cellulose” y WPI-alginato de sodio SA por sus siglas en inglés “sodium 

alginate” y el máximo rendimiento de coacervación (alrededor del 80%) se logró con la 

proporción WPI-CMC o SA 2:1. La emulsión doble W/O/W fue coacervada exitosamente 

con los sistemas WPI-CMC y WPI-SA confirmándose macroscópica y 

microscopicamente. Estos sistemas coacervaron en condiciones ácidas (pH=2.5) muy 

similares al pH del estómago. Posteriormente estas microcápsulas fueron secadas por 

aspersión para obtener un sólido seco. Se corroboró la integridad de la emulsión doble 

W/O/W por microscopia óptica después del secado por aspersión. Se evaluó la 

bioactividad residual BAr de la insulina a diferentes Te (170 y 180°C) y Ts (80 y 70°C) 

obteniéndose una BAr=96% con respecto al material encapsulado con el sistema WPI-

CMC con una Te=180 y Ts=70°C y una BAr=83.3% con respecto al material 

encapsulado con el sistema WPI-SA con una Te=180 y Ts=70°C. Las microcápsulas 

elaboradas con ambos sistemas mostraron muy baja solubilidad a valores de pH=2.0 y 

alta solubilidad a pH=7.0 (condiciones del intestino) por lo que pueden proteger a la 

insulina en las condiciones ácidas del estómago. La humedad del sólido obtenido esta 

dentro de los valores reportados en la bibliografía para polvos secados por aspersión. 

Finalmente se evaluó el efecto protector de las microcápsulas hacia la insulina a valores 

de pH gástrico  comparándola con un testigo (insulina sin encapsular) obteniéndose un 

77.04% de insulina bioactiva presente en el sistema de coacervación WPI-CMC, 96.4% 
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de insulina bioactiva presente en el sistema de coacervación WPI-SA y apenas el 1% 

para la insulina sin microencapsular. Como trabajo futuro se sugiere realizar una 

valoración biológica del efecto farmacológico para poder evaluar su funcionalidad.
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ABSTRACT 

 

In this paper the problem of oral administration of insulin was researched. Insulin 

encapsulation was achieved using the combined technique double emulsion water in oil 

in water W/O/W and complex coacervation. The encapsulation efficiencies were 

between 87.6 to 89.5% for the inner phase:outer phase Fi:FO ratio 1:2. The formation of 

double emulsion W/O/W was confirmed by optical microscopy and the globule size 

distribution was found to be bimodal with peaks at 10 and 20µm. The best coacervation 

conditions were established with whey protein isolate- carboxymethylcellusoe WPI-CMC 

and WPI-sodum alginate SA systems and highest coacervation yield (about 80%) was 

achieved with WPI-SA or CMC ratio 2:1. The double emulsion W/O/W was successfully 

coacervated with WPI-CMC and WPI-SA systems and it was macroscopically and 

microscopically confirmed. These systems coacervated at very similar stomach acid 

conditions (pH=2.5). Subsequently these microcapsules were spray dried to obtain a dry 

solid. The integrity of the W/O/W double emulsion after spray drying was confirmed by 

optical microscopy. The residual bioactivity BAr of insulin at different Te (170 and 180°C) 

and Ts (80 and 70°C) was evaluated obtaining a BAr = 96% with reference to the actual 

encapsulated material using the CMC-WPI system for Te=180 and Ts=70°C and a BAr 

= 83.3% with reference to the actual encapsulated material with WPI-SA system for 

Te=180 and Ts=70°C. Microcapsules made with both systems showed very low solubility 

at pH = 2.0 and high solubility at pH 7.0 (intestine conditions) therefore it can protect the 

insulin in the acidic conditions of the stomach. The humidity of the solid obtained is 

within the values reported in the literature for spray dried powders. Finally, the protective 

effect of the microcapsules for insulin at gastrointestinal pH values comparing it with a 

control (non-encapsulated insulin) was assessed obtaining 77.04% of bioactive insulin 

present in the coacervation system CMC-WPI and 96.4% of bioactive insulin present in 

the coacervation system WPI-SA. Non encapsulated insulin showed 1% of bioactive 

insulin. As future work it is suggested to perform a biological assessment to evaluate the 

pharmacological effect to assess their functionality. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los avances en la biotecnología, manipulación genética e ingeniería proteica permiten 

la producción a gran escala de fármacos de un gran tamaño molecular como insulina, 

hormona paratiroidea, calcitonina, hormona de crecimiento humana y eritropoyetina 

para diversos usos terapéuticos. 

Aunque la seguridad y efectividad ya está establecida para las formas de dosificación 

parenterales (intramuscular, subcutánea o intravenosa), aún no se subsanan 

necesidades como otras rutas de administración más fáciles y accesibles así como 

intervalos más prolongados de dosificación para este tipo de macromoléculas, que 

pueden utilizarse para el tratamiento de enfermedades crónicas. Para resolver estas 

necesidades, numerosas tecnologías de administración nasal, bucal o pulmonar se han 

desarrollado para mejorar la farmacocinética de estos fármacos, sin embargo la vía oral 

es la más conveniente.  

Entre los principales obstáculos para la administración oral de estas macromoléculas 

está: la degradación enzimática en el tracto gastrointestinal, su alto peso molecular, su 

baja lipofilicidad y su poca absorción en el intestino.  

Se han desarrollado varias estrategias para superar estos obstáculos entre las que se 

encuentran el desarrollo de formulaciones con inhibidores de proteasas, la mejora de la 

lipofilicidad del fármaco en cuestión, uso de sistemas bioadhesivos y sistemas 

acarreadores así como potenciadores de absorción.  

Hasta el momento los sistemas acarreadores como microcápsulas o nanocápsulas 

parecen ser los sistemas más promisorios para la administración de estas 

macromoléculas por vía oral ya que pueden proteger a las macromoléculas de las 

condiciones adversas del tracto gastrointestinal.  

El presente trabajo abordó el problema de la administración oral de una macromolécula 

como la insulina utilizando la técnica de microencapsulación por coacervación compleja 

en un sistema de aislado de proteína de suero de leche WPI por sus siglas en inglés 

“whey milk protein”/carboximetil celulosa CMC por sus siglas en ingles “carboxymethyl 
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cellulose”  o WPI/Alginato de sodio SA por sus siglas en ingles “sodium alginate”. Se 

conjugaron varias estrategias para mejorar la absorción gastrointestinal oral de la 

insulina como lo son el uso de un potenciador de absorción, la WPI que podría actuar 

como inhibidor enzimático por competencia y las propiedades mucoadhesivas de los 

polisacáridos seleccionados. 
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2. ANTECEDENTES 

 

De acuerdo a datos de la Federación Internacional de Diabetes, en 2013 existían 

alrededor de 382 millones de personas con diabetes en el mundo y se estima que en el 

2035 habrá más de 592 millones de personas con esta enfermedad (IDF, 2013) México 

ocupa ya el sexto lugar de diabetes en el mundo con 8.7 millones de personas 

diabéticas (IDF, 2013).  

De acuerdo con los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición en el año 

2012 ENSANUT 2012, la proporción de adultos con diagnóstico médico previo de 

diabetes fue de 9.2% (Figura 1), lo que muestra un incremento importante en 

comparación con la proporción reportada en la Encuesta Nacional de Salud ENSA 2000 

4.6% y en la ENSANUT 2006 7.3% (Gutiérrez et al., 2012), por lo que el aumento de 

estas cifras es ya alarmante en México.  

 

Figura 1 Prevalencia de diabetes en adultos por intervalo de edades en Encuestas Nacionales 
de Salud en México (Gutiérrez et al., 2012) 
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2.1 Diabetes 

 

La diabetes es una enfermedad crónica que se produce cuando el cuerpo no puede 

producir suficiente insulina o no puede utilizarla efectivamente. La insulina es una 

hormona producida en el páncreas que permite que la glucosa de los alimentos entre 

en las células del cuerpo donde se convierte en energía que necesitan los músculos y 

tejidos para su funcionamiento. Una persona con diabetes no absorbe la glucosa 

adecuadamente, y la glucosa permanece circulando en la sangre (una condición 

conocida como hiperglucemia) dañando los tejidos del cuerpo con el tiempo. Este daño 

puede causar discapacidad y complicaciones de salud que amenazan la vida del 

paciente (IDF, 2013). Existen tres tipos principales de diabetes:  

 Diabetes tipo 1  

 Diabetes tipo 2  

 Diabetes gestacional 

 

2.1.1 Diabetes tipo 1 

 

La diabetes tipo 1 es causada por una reacción autoinmune, donde el sistema de 

defensa del cuerpo ataca las células beta productoras de insulina en el páncreas. Como 

resultado, el cuerpo ya no puede producir la insulina que necesita. La enfermedad 

puede afectar a personas de cualquier edad, pero generalmente ocurre en niños o 

adultos jóvenes. Las personas con esta forma de diabetes necesitan insulina todos los 

días con el fin de controlar los niveles de glucosa en sangre. Sin insulina, una persona 

con diabetes tipo 1 moriría. La diabetes tipo 1 suele desarrollarse repentinamente y 

puede producir síntomas tales como: polidipsia y sequedad en la boca, poliuria, falta de 

energía, cansancio extremo, polifagia, pérdida repentina de peso, infecciones 

recurrentes y visión borrosa entre otras. Las personas con diabetes tipo 1 pueden llevar 

una vida normal y saludable a través de una combinación de terapia diaria con insulina, 

una estrecha vigilancia, una dieta saludable y ejercicio físico regular. El número de 

personas que desarrollan diabetes tipo 1 es cada vez mayor (IDF, 2013). 
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2.1.2 Diabetes tipo 2 

 

La diabetes tipo 2 es el tipo más común de diabetes. Por lo general ocurre en adultos, 

pero cada vez más frecuentemente se observa más en niños y adolescentes. En la 

diabetes tipo 2, el cuerpo es capaz de producir insulina, pero ésta o no es suficiente o el 

cuerpo es incapaz de responder a sus efectos (resistencia a la insulina), lo que conduce 

a una acumulación de glucosa en la sangre. Muchas personas con diabetes tipo 2 

desconocen que tienen la enfermedad durante mucho tiempo, ya que los síntomas 

pueden tardar años en aparecer, tiempo en el cual el cuerpo está siendo dañado por la 

hiperglucemia. Los síntomas suelen manifestarse sólo cuando las complicaciones de la 

diabetes ya se han desarrollado. Aunque las razones para el desarrollo de la diabetes 

tipo 2 todavía no se conocen, hay varios factores de riesgo importantes. Estos incluyen 

la obesidad, mala alimentación, inactividad física, edad avanzada, antecedentes 

familiares de diabetes, etnia, altos niveles de glucemia durante el embarazo, entre otros 

(IDF, 2013). 

En contraste con las personas con diabetes tipo 1, la mayoría de las personas con 

diabetes tipo 2 por lo general no requiere dosis diarias de insulina para sobrevivir. 

Muchas de las personas son capaces de manejar su condición a través de una dieta 

sana y una mayor actividad física o fármacos hipoglucemiantes orales. Sin embargo, si 

no son capaces de regular sus niveles de glucosa en la sangre con la dieta y el 

ejercicio, se les puede prescribir insulina. El número de personas con diabetes tipo 2 

está creciendo rápidamente en todo el mundo. Este aumento se asocia con el 

desarrollo económico, el envejecimiento de las poblaciones, la creciente urbanización, 

cambios en la dieta, la reducción de la actividad física y los cambios en el estilo de vida 

(IDF, 2013). 

 

2.1.3 Diabetes gestacional 

 

Se dice que las mujeres que desarrollan una resistencia a la insulina e hiperglucemia 

durante el embarazo, tienen diabetes gestacional. Esta, suele ocurrir alrededor de la 

semana 24 del embarazo. Esta condición surge debido a que la acción de la insulina 
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está bloqueada, probablemente por las hormonas producidas por la placenta. Como la 

diabetes gestacional normalmente se desarrolla en una etapa tardía en el embarazo, el 

feto ya está bien formado. El riesgo inmediato para el bebé por lo tanto, no es tan grave 

como para aquellos cuya madre tenía diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2 antes del 

embarazo. Sin embargo, una diabetes gestacional no controlada puede tener 

consecuencias graves tanto para la madre como para el bebé. Una hiperglucemia mal 

manejada durante el embarazo puede ocasionar un bebé significativamente más 

grande que el promedio (condición conocida como macrosomía fetal), lo que hace difícil 

y arriesgado un parto normal. El recién nacido estará en riesgo de lesión en el hombro y 

problemas respiratorios. En muchos casos, es necesario realizar una cesárea poniendo 

en riesgo la salud de la madre y el recién nacido. La diabetes gestacional en las madres 

desaparece normalmente después del parto. Sin embargo, las mujeres que tuvieron 

diabetes gestacional tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes gestacional en los 

siguientes embarazos y posteriormente de desarrollar diabetes tipo 2. Los bebés 

nacidos de madres con diabetes gestacional también tienen un mayor riesgo de 

desarrollar obesidad y diabetes tipo 2. Las mujeres con diabetes gestacional necesitan 

supervisar y controlar sus niveles de glucosa en sangre para reducir al mínimo los 

riesgos para el bebé. Normalmente, esto puede hacerse mediante la adopción de una 

dieta saludable y ejercicio moderado, pero en algunos casos puede ser necesario el uso 

de fármacos hipoglucemiantes orales (IDF, 2013). 

 

2.2 Diagnóstico de la diabetes 

 

De acuerdo a la organización mundial de salud los niveles de glucosa en sangre entre 

70 y 110mg/dL son considerados normales. Una persona se considera como intolerante 

a la glucosa con niveles de entre 110-126mg/dL de glucosa en sangre en ayunas y/o 

con 140-200 mg/dL de glucosa en sangre después de 2 horas de ingesta de alimentos. 

Una persona se considera diabética con niveles superiores a 126mg/dL de glucosa en 

sangre en ayunas y/o con niveles superiores a 200mg/dL 2 hrs después de consumir 

alimentos (WHO, 2006).  
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2.3 Insulina 

 

Como se comentó en la sección 2.1, el principal tratamiento en la diabetes tipo 1 y una 

alternativa en el tratamiento en la diabetes gestacional y tipo 2 es la insulina. La insulina 

fue aislada por primera vez del páncreas bovino en 1922 por Banting y Best, en esa 

época se encontró que la administración oral de la insulina era inefectiva para el 

tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (Banting et al., 1991), desde 

entonces la ruta subcutánea ha ido la ruta principal de administración de insulina hasta 

nuestros días (Agarwal & Kahn, 2001). 

La insulina es una hormona polipeptídica la cual fue secuenciada por primera vez por 

Fred Sanger (Sanger, 1959). La insulina  viaja a través del torrente sanguíneo. Tiene un 

peso molecular que dependiendo de su origen es: 5777.66Daltons la insulina porcina, 

5733.61Daltons la insulina bovina y 5807.69 Daltons la insulina humana semisintética o 

biosintética (Singh et al., 2010). Contiene dos cadenas polipeptídicas (A y B), una 

cadena A que contiene 21 aminoácidos y una cadena B que contiene 30 aminoácidos 

(figura 2) (Harfenist y Craig, 1952). Ambas cadenas se mantienen unidas por puentes 

disulfuro debido a los grupos de cisteína presentes en ambas cadenas (Sanger, 1949) y 

también existe un puente disulfuro interno en la cadena A (Figura 2) (Ryle et al., 1955). 

Los tres puentes disulfuro contribuyen a la actividad de la insulina manteniendo una 

conformación biológicamente activa (Chang et al., 2003; Dai y Tang, 1996) y se conoce 

que la estructura helicoidal del segmento A12-18 (Figura 3) es esencial para la actividad 

biológica de la insulina, y aunque segmento A8-10 no está relacionado con tal actividad, 

es mucho más importante en la unión antigénica con sus  anticuerpos (Yang et al., 

2000).  

 

2.3.1 Estructura tridimensional de la insulina  

 

La cadena A tiene una hélice amino-terminal (A1-A8) vinculada a una hélice carboxi-

terminal antiparalela (A12-A20). La cadena B tiene una hélice central (B8-B19), 

flanqueada por hebras amino- y carboxi-terminales (Figura 3).  
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Figura 2 Estructura primaria de la insulina (Sanger, 1959) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Estructura tridimensional de la insulina (Ryle et al., 1955) 

 

La hormona tiene una estructura tridimensional compacta, que consta de tres hélices y 

tres puentes disulfuro conservados. Este pliegue básico está presente en todos los 

miembros de la familia de péptidos de insulina, a pesar de tener secuencias divergentes 

(Brang and Langkjar, 1993). Un grupo de residuos hidrófobos que forman el núcleo de 

la proteína pequeña contribuye a la estabilidad de la misma. La estabilidad es aún 

mayor por la rigídez del esqueleto polipeptídico debido a los tres puentes disulfuro. La 

insulina existe como un monómero sólo a concentraciones <0.1µM. A mayores 

Cadena A 

Cadena B 
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concentraciones la insulina se dimeriza y en presencia de iones zinc tres dímeros se 

agrupan a concentraciones >0.01mM formando un hexámero (Figura 4) (Hansen, 

1991). 

Alrededor de su núcleo, el monómero tiene dos superficies no polares extensas. La 

primera es plana y en su mayoría aromática, y se esconde durante la formación de 

dímeros contribuyendo a una estructura de lámina beta antiparalela. La otra superficie 

es más amplia y se esconde en la formación del hexámero. Curiosamente, la insulina 

utiliza las mismas superficies para la unión a su receptor que lo hace para auto-

ensamblaje (Adams et al., 1969). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 Hexámero de insulina (Hansen, 1991) 

 

 

2.3.2 Insulinas presentes en el mercado 

 

Antes de los años ochenta, la insulina se extraía de páncreas bovino o porcino. La 

insulina semisintética se obtenía por un método enzimático, en el que la tripsina cataliza 

la sustitución de alanina en la posición B30 de la insulina porcina, con treonina. La 

insulina así producida tenia la misma secuencia de aminoácidos que la humana y 

estaba completamente libre de otras hormonas pancreáticas, sin embargo el 
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rendimiento era muy bajo y el costo de alimentación de animales muy alto (Morihara et 

al., 1979). 

La producción comercial  de insulina humana comenzó en 1982. La ingeniería genética 

ha permitido la síntesis industrial de insulina humana por la técnica de ADN 

recombinante. Fragmentos de ADN que codifican para las cadenas A y B se insertan 

por separado en plásmidos y luego en una cepa especial de Escherichia coli que actúa 

como un microlaboratorio para la síntesis in vitro. Las cadenas de insulina liberadas en 

el medio se cosechan, purifican y posteriormente se mezclan en condiciones 

apropiadas para unir las dos cadenas con los enlaces disulfuro (Miller y Baxter, 1980).  

Las insulinas humanas presentes actualmente en el mercado incluyen la formulación de 

acción rápida (regular), la de acción intermedia (NPH y semilenta), la de acción 

prolongada (ultralenta) y algunos análogos de insulina.  

 

2.3.2.1 Insulina de acción rápida  

 

Es una solución acuosa, clara e incolora con un pH neutro (7-7.8). Se le adiciona 

metacresol como conservador, glicerol para controlar la osmolaridad así como cloruro 

de zinc para estabilizar los hexámeros. Los hexámeros son la estructura cuaternaria 

predominante aunque también existen dímeros y tetrámeros. La molécula tiende a 

agregarse en el frasco y en el tejido donde se inyecta. Los hexámeros tienen que ser 

divididos para la absorción de la insulina desde el sitio de la inyección subcutánea. Por 

esta razón, la insulina regular entra en la circulación general después de una fase de 

latencia de aproximadamente 30min después de la inyección subcutánea. El pico de la 

concentración plasmática se alcanza de 2 a 4h y tiene una duración de 6h (Gualandi-

Signori y Giorgi, 2001). 
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2.3.2.2 Insulina de acción intermedia NPH 

 

La absorción de la insulina NPH (por sus siglas en ingles “Neutral Protamin Hagerdorn”) 

se retrasa por la adición de protamina, una proteína extraída del núcleo de esperma de 

peces, donde su papel es estabilizar el ADN. La forma comercial es insulina isófona 

NPH una suspensión blanca de cristales ortorrómbicos que contienen 0.9 moléculas de 

protamina y 2 átomos de Zn por cada hexámero. En el cristal, la protamina regula las 

interacciones entre dímeros y hexámeros. El vehículo es agua inyectable pH 6.9-7.5. Se 

le adiciona fenol o metacresol como conservadores. Los cristales de insulina son 

insolubles en agua y tienden a precipitar al fondo del frasco por lo que la suspensión 

debe ser agitada varias veces para resuspenderla antes de su uso. La acción de la 

insulina NPH es más larga que la regular, su absorción empieza a las 1.5h después de 

la administración subcutánea y su pico en la concentración plasmática  lo alcanza entre 

las 4 y 12h y desaparece en 24h (Jehle et al.1999). 

 

2.3.2.3 Insulina de acción intermedia semilenta 

 

El retraso en la absorción de la insulina sin la adición de protamina se logra por la 

precipitación de la hormona en presencia de sales de Zn. Cuando la relación molar con 

respecto a la insulina es mayor a 1, los iones Zn reducen la solubilidad de la insulina en 

un disolvente neutro. Cuando una solución ácida de insulina se ajusta a un pH 7.4 con 

un exceso de iones Zn el precipitado resultante es amorfo y tiene un retraso en la 

absorción moderado después de la inyección subcutánea. Si la insulina se deja 

cristalizar a pH 5.5 antes de la adición de Zn y el ajuste de pH el precipitado es 

cristalino. Una mezcla de insulina amorfa con insulina cristalina en proporción 3:7 se le 

conoce como insulina semilenta. La formulación comercial contiene 

metilparahidroxibenzoato como conservador y la suspensión tiene un pH 7-7.8. Su inicio 

de acción es a las 2.5h y el pico en la concentración plasmática es de 7 a 15h. Su 

efecto desaparece a las 20h (Gualandi-Signori y Giorgi, 2001). 
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2.3.2.4 Insulina de acción prolongada  

 

La insulina de acción prolongada (ultralenta) es una suspensión acuosa de cristales de 

zinc-insulina a pH neutro, de aspecto lechoso. Tiene un inicio de acción después de 4h, 

logra una ligera pero indeseable concentración plasmática máxima a las 7h y sostiene 

los niveles de insulina en sangre aproximadamente de 8 a 20h (Gualandi-Signori y 

Giorgi, 2001). 

 

2.3.2.5 Análogos de insulina  

  

En 1996 se comercializó un análogo de insulina en que los aminoácidos en las 

posiciones B28 y B29 fueron invertidos. La inversión le confiere la propiedad de 

absorción rápida y por lo tanto un inicio de acción rápido. El análogo se le conoce como 

LysPro, ya que fueron la lisina y la prolina, los aminoácidos transpuestos. La estructura  

de la molécula impide su tendencia natural a la agregación en hexámeros, ya que la 

posición B28 es crucial para su configuración espacial (Howey et al. 1994). Debido a la 

interacción entre los aminoácidos  B28 y B23, dos moléculas de insulina se alinean de 

forma antiparalela formando un dímero no polar el cual se agrega en hexámeros 

uniéndose al Zn  en preparaciones farmacológicas. Puesto que  la modificación del 

residuo B28 contrarresta la polimerización de la insulina, el análogo puede inyectarse 

inmediatamente antes de la comida, ya que actúa en pocos minutos. LysPro mantiene 

su acción máxima durante 1 a 2h y desaparece después de 3-4h. 

En 2001 apareció en el mercado un análogo de insulina de acción prolongada llamado 

insulina glargina. La insulina glargina se produce a partir de insulina ADN recombinante 

adicionándole dos residuos arginina al grupo C-terminal (B30a y B30b) de la molécula. 

Esta modificación mueve el punto isoeléctrico de 5.4 a 6.7 haciendo la molécula más 

soluble al pH ácido del vehículo y menos soluble al pH neutro del sitio de inyección 

subcutánea. También se le hizo la sustitución de asparagina en la posición A21 por 

glicina lo cual impide la desaminación y le confiere mayor estabilidad. La insulina 

glargina es un líquido incoloro pH 4, parecida a la insulina de acción rápida. Forma un 



Antecedentes 

 

M. en C. Fernando Cárdenas Bailón  15 

microprecipitado en el tejido asegurando una absorción lenta y estable (Gualandi-

Signori y Giorgi, 2001). 

 

2.3.3 Unidades de insulina 

 

En la monografía individual de la farmacopea de los Estados Unidos (USP 30, 2007) se 

define a la insulina como una proteína capaz de afectar el metabolismo de la glucosa, 

obtenida de especímenes bovinos o porcinos sanos u ambos. Su potencia, calculada en 

base seca no es menor de 26.5 unidades de insulina por mg. La insulina etiquetada 

como purificada contiene no menos de 27 unidades de insulina por mg, calculado en 

base seca. El contenido de proinsulina, determinado por un método validado (USP 30, 

2007) no es mayor a 10ppm. Una unidad de insulina USP es equivalente a 0.0342mg 

de insulina pura derivada de bovinos y 0.0345mg de insulina pura derivada de porcinos 

(USP 30, 2007). 

Con respecto a la insulina humana, la farmacopea de los Estados Unidos (USP 30, 

2007) la define como el principio activo elaborado en el páncreas humano el cual afecta 

el metabolismo de los carbohidratos (en particular la glucosa), grasas y proteínas. La 

insulina humana puede ser preparada por modificación enzimática de la insulina porcina 

para modificar su secuencia de aminoácidos apropiadamente o producida por síntesis 

microbiana por vía del proceso del ADN recombinante. Su potencia, calculada en base 

seca no es menor a 27.5 unidades de insulina en cada mg. El contenido de proinsulina, 

determinado por un método validado al igual que la de origen porcino o bovino (USP 30, 

2007) no es mayor a 10ppm. El contenido de proteínas derivadas de la células huésped 

de la insulina obtenida por ADN recombinante no es mayor a 10ppm. El contenido de 

DNA derivado de las células huésped o vectores y el contenido de insulina humana 

obtenida por ADN recombinante que utiliza células eucariotas como huésped se 

determinan por un método validado (USP 30, 2007). Una unidad de insulina humana es 

equivalente a 0.0347mg de insulina humana pura (USP 30, 2007).  

La insulina es la base del tratamiento para los pacientes con diabetes tipo 1. La insulina 

es también importante en la diabetes tipo 2 cuando los niveles de glucosa en la sangre 
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no pueden ser controlados por la dieta, control de peso, ejercicio e hipoglucemiantes 

orales (Sheeja et al., 2010).  

Un control glucémico adecuado es crucial para este tipo de pacientes. La necesidad de 

inyecciones diarias de insulina de por vida disminuye la aceptación de los pacientes ya 

que estas son dolorosas y algunos pacientes las consideran incómodas. Además, las 

inyecciones de insulina se asocian con algunas complicaciones, tales como 

hipoglucemia periférica. 

Dado que la dieta, el ejercicio y la reducción de peso son recomendados como factores 

para mejorar el control glucémico, el inicio de la terapia con insulina es percibido como 

un signo de mal cumplimiento por parte de los pacientes y como un signo de 

empeoramiento de la enfermedad (Marrero, 2007). 

Debido a estas razones se han explorado nuevas rutas para la administración de 

insulina, incluyendo la transdérmica, nasal, pulmonar, bucal y rectal (Kinesh et al., 

2010). Todos estas rutas presentan ciertas ventajas en comparación con la ruta 

subcutánea, sin embargo en todos los casos, hay un gran número de barreras que 

todavía se tienen que superar y ninguna de estas rutas ha demostrado ser una 

alternativa potencial a la inyección subcutánea (Mukherjee et al., 2008).  

Diferentes autores concuerdan en que la administración oral de insulina sería una forma 

más cómoda para su administración y también mejoraría la aceptación de los pacientes 

en comparación con las inyecciones subcutáneas (Dekel et al., 2010; Jelvehgari et al., 

2010; Lowman et al., 1999; Silva et al., 2006).  

Bajo condiciones fisiológicas normales el hígado recibe hasta el 75% de su suministro 

de sangre del tracto digestivo (venas portales) la cual contiene el 100% de la insulina 

producida por el páncreas. La insulina es entonces enviada primeramente al hígado en 

respuesta a los altos niveles de glucosa en sangre. El hígado metaboliza alrededor del 

50-60% de la insulina secretada con un tiempo de vida media de 3-5min (Lopes et al., 

2014). Sin embargo, en pacientes diabéticos tratados con insulina subcutánea la 

proporción se invierte, el hígado metaboliza solo el 30-40% de la insulina exógena y el 

resto se metaboliza en el riñón. La principal desventaja de la insulina subcutánea es 

que la insulina no sigue la ruta metabólica natural en el cuerpo humano por lo que es 
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difícil mantener el control adecuado de los niveles glucémicos del paciente (Lopes et al., 

2014). Además es bien sabido que todas las formulaciones de insulina presentes en el 

mercado presentan una gran variabilidad intra e inter individuos (10-52%) en la 

absorción de la insulina y son responsables de los episodios hipoglucémicos nocturnos 

en pacientes diabéticos (Gualandi-Signori y Giorgi, 2001). Por lo tanto, la vía oral es la 

alternativa más conveniente y fisiológicamente relevante, ya que después de la 

absorción gastrointestinal, la insulina se canalizaría directamente desde el intestino 

hasta el hígado haciéndola pasar por el metabolismo de primer paso en el hígado con lo 

que se lograría una mejor homeostasis de la glucosa y por lo tanto evitaría los efectos 

hipoglucemiantes periféricos, con la desventaja de tener que administrar una mayor 

cantidad de insulina para compensar la pérdida por el metabolismo de primer paso en el 

hígado (Agarwal & Kahn, 2001; Hoffman & Ziv, 1997; Kennedy, 1991; Marschütz et al., 

2000; Sajeesh & Sharma, 2006).  

Por este motivo, en la última década se han hecho numerosos esfuerzos para 

desarrollar un sistema adecuado para la administración oral de insulina con un grado 

variable de éxito. La mayoría de estos esfuerzos, han sido realizados utilizando técnicas 

de microencapsulación y nanoencapsulación por lo que en el presente trabajo se 

abordó la problemática de la administración oral de insulina combinando dos técnicas 

de microencapsulación. 

 

2.4 Retos y obstáculos asociados con la administración oral de insulina 

 

La administración de péptidos terapéuticos tales como insulina a través de la vía oral 

(tracto gastrointestinal) representa uno de los mayores retos en la tecnología 

farmacéutica moderna (Singh et  al., 2010). En el caso de la insulina, los tres problemas 

principales reportados en la literatura para su administración por vía oral son: 1) la 

degradación de la insulina por el bajo valor de pH en el jugo gástrico, así como la 

degradación enzimática por la pepsina en el estómago y la tripsina y α-quimotripsina en 

el intestino, 2) la baja permeabilidad a través del epitelio intestinal debido a su alto peso 

molecular y la falta de carácter lipofilíco, 3) su inestabilidad física (precipitación 

isoeléctrica o inducida por iones, fibrilación, adsorción) y 4) su inestabilidad química 
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(hidrólisis por desaminación, rompimiento de la cadena peptídica  por exceso de iones 

Zn, formación de productos de transformación de alto peso molecular por exposición a 

altas temperaturas) (Argawal y Kahn, 2001; Kinesh et al., 2010; Krauland et al., 2004; 

Lin et al., 2007; Mukherjee et al., 2008; Singh et al., 2010). 

 

2.5 Transporte intestinal de la insulina 

 

En cuanto a la permeabilidad de la insulina a través del epitelio intestinal, durante 

muchos años se desconocía si la insulina era capaz de cruzar la barrera epitelial del 

intestino sin alterar su configuración tridimensional y por lo tanto su actividad biológica. 

Shilling y Mitra (1990), no encontraron evidencia de transporte activo de insulina a 

través del  intestino, sin embargo, encontraron una difusión pasiva no facilitada como 

mecanismo de transporte estimando coeficientes aparentes de permeabilidad de la 

insulina a través de varios segmentos del tracto gastrointestinal, con valores de 

0.078x10-6cm/s para el duodeno, 0.497x10-6cm/s para el yeyuno y 0.682x10-6cm/s para 

íleo los cuales son bajos comparados con los calculados para otros fármacos de menor 

peso molecular como propanolol (41.9x10-6cm/s), hidrocortisona (21.5x10-6cm/s), ácido 

acetilsalicílico  (2.4x10-6cm/s) y vasopresina (0.13 x10-6cm/s) (Artusson y Karlsson, 

1991). 

 

Entonces, la administración selectiva de la insulina a los dos últimos tercios del intestino 

delgado, que debería también disminuir la exposición a las enzimas pancreáticas, 

puede asegurar una mejor absorción gastrointestinal de la insulina (Shilling y Mitra 

1990). En otro estudio, Bendayan et al. (1990) revelaron el mecanismo mediante el cual 

la insulina se transfiere del epitelio del íleo a la circulación de la sangre. Demostraron 

que las moléculas de insulina fueron interiorizadas por endocitosis y alcanzaron por 

medio de pequeñas vesículas endosómicas, la membrana plasmática baso-lateral 

donde fueron secretadas en el espacio intersticial conservando su bioactividad. En un 

estudio similar, Bendayan et al. (1994) repitieron el experimento pero ahora en el 

duodeno y el colon, demostrando  el mismo mecanismo. Sin embargo ambos 

experimentos se realizaron en presencia de colato de sodio 10mg/mL (un potenciador 
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de absorción), y no se realizó un experimento blanco sin la presencia de colato de 

sodio, por lo tanto el papel de este potenciador sigue siendo poco claro. Finalmente, 

Kavimandan y Peppas (2008) elucidaron la vía paracelular como una ruta principal de 

transporte de la insulina en células Caco-2 por un análisis microscópico confocal, 

utilizando hidrogeles de complejación como acarreadores. 

 

2.6 Estabilidad de la insulina en el sistema de entrega 

 

En cuanto a la estabilidad, la actividad de la insulina depende de su estructura 

tridimensional. El desarrollo del sistema de entrega de la insulina puede exponerla a 

condiciones extremas que pueden alterar su estructura. Durante el desarrollo del 

sistema de entrega, la insulina puede ser sujeta a degradación física y química que 

implica la modificación de la estructura nativa. Si la insulina necesita sobrevivir al 

tránsito a través del estómago y el intestino, es muy importante el conocimiento y la 

evaluación de los parámetros de estabilidad durante el procesamiento de la formulación 

(Agarwal & Kahn, 2001; Singh et al., 2010). 

 

2.7 Estrategias para mejorar la absorción gastrointestinal de la insulina 

 

Las estrategias para mejorar la absorción gastrointestinal oral de la insulina han sido 

ampliamente descritas en la literatura y se pueden resumir en estos 4 puntos: 1) 

proteger la insulina de la degradación enzimática en el estómago e intestino, 2) 

promover la absorción gastrointestinal, 3) sistemas de entrega mucoadhesivos para 

mejorar el contacto de la insulina con la membrana mucosa que recubre el tracto 

gastrointestinal y 4) vehículos tales como microesferas y nanopartículas, que pueden 

mejorar la absorción gastrointestinal de la insulina (Agarwal y Khan, 2001; Kinesh et al., 

2010; Sarmento et al., 2007a; Singh, 2010). 

 

2.8 Revisión bibliográfica de sistemas acarreadores para administración oral de 

insulina 
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Cárdenas-Bailón et al. (2013) realizaron una revisión extensa sobre los distintos 

métodos y estrategias de encapsulación de insulina para su administración oral. En esta 

revisión se encontró que en general existen tres enfoques para la preparación de 

insulina en microcápsulas o nanopartículas. En el primer enfoque se han utilizado 

lípidos para la preparación de las microcápsulas como material encapsulante, en el 

segundo enfoque se han utilizado polisacáridos para la preparación de los acarreadores 

y en último enfoque se han utilizado estrategias combinadas. Una de las conclusiones 

fue que utilizando estrategias combinadas se han obtenido mejores resultados que en 

aquellos casos donde se ha utilizado una técnica de microencapsulación simple.  

 

2.8.1 Métodos de encapsulación utilizando lípidos como material encapsulante 

 

Se ha demostrado que los sistemas de microencapsulación utilizando sustancias de 

naturaleza lipidica como material encapsulante son adecuados para mejorar la 

administración oral de proteínas y péptidos (Constantinides et al., 1994; Ritschel, 1991; 

Trenktrog et al., 1991). Con base en esto, varios investigadores han intentado formular 

insulina en microcápsulas o nanocápsulas utilizando lípidos como material 

encapsulante. Las técnicas de microencapsulación de insulina en sistemas lípidicos 

pueden clasificarse como: emulsión doble agua en aceite en agua W/O/W por sus 

siglas en inglés “Water in oil in water”, polimerización interfacial de microemulsiones, 

sistemas de entrega auto emulsionantes, microemulsiones simples W/O por sus siglas 

en inglés “Water in oil” y nanopartículas de lípidos sólidos (Cárdenas-Bailón et al., 

2013).  

En el Cuadro 1 se puede observar un breve resumen de las técnicas de 

microencapsulación de insulina en sistemas lípidicos. En general, parece que ciertos 

lípidos actúan como potenciadores de absorción de la insulina a través de la capa 

epitelial en el intestino, aunque el mecanismo no ha sido elucidado totalmente. Algunos 

autores afirman que este hecho se debe a cambios en la permeabilidad de la 

membrana epitelial y los resultados muestran que las microcápsulas o nanopartículas a 

base de lípidos son acarreadores potenciales para la administración oral de insulina.  
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Además, estos acarreadores han demostrado proteger  la insulina contra la 

degradación enzimática en el intestino y muestran buenas propiedades de liberación a 

valores de pH intestinal; sin embargo, los valores de biodisponibilidad oral han sido 

bajos.  

Del Cuadro 1 se observa claramente que los sistemas más adecuados para la 

administración oral de insulina dentro de microcápsulas a base de lípidos son el sistema 

de emulsión doble del tipo W/O/W reportado por Morishita et al. (1998), así como el 

sistema de administración auto-emulsionante desarrollado por Ma et al. (2006a) y el de 

nanopartículas de lípidos sólidos reportado por Zhang et al. (2012b), puesto que  los 

valores de biodisponibilidad oral reportados para estos sistemas son de 12%, 15% y 

13.8% respectivamente. 

 

2.8.2 Métodos de encapsulación utilizando biopolímeros como material 

encapsulante 

 

Se han utilizado diferentes biopolímeros para preparar microcápsulas o nanocápsulas 

de insulina debido a su capacidad para proteger a la insulina a valores de pH del jugo 

gástrico y por su capacidad para liberar los fármacos en valores de pH intestinal. 

También, se ha demostrado que ciertos biopolímeros tienen propiedades 

mucoadhesivas en diferentes partes del epitelio intestinal.  

En la década de los 90´s, se hicieron los primeros intentos de microencapsulación de 

insulina utilizando distintos biopolímeros. Las principales técnicas de 

microencapsulación o nanoencapsulación de insulina para administración oral con 

biopolímeros reportadas en la literatura pueden clasificarse como: geles por 

complejación con respuesta al pH, gelificación ionotrópica interna, coacervación 

compleja, métodos de evaporación del disolvente y algunos enfoques combinados 

(Cárdenas-Bailón et al., 2013).  
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En el Cuadro 2 se presenta un breve resumen de las técnicas de microencapsulación 

reportadas en la literatura para la microencapsulación de insulina utilizando 

biopolímeros. Es evidente que durante 15 años fue difícil superar valores de 

biodisponibilidad oral del 10% de insulina administrada por vía oral comparada con la 

vía parenteral utilizando biopolímeros como material encapsulante. Sin embargo, desde 

2007 hasta la fecha, se han observado algunos avances. 

La microencapsulación de insulina utilizando biopolímeros como material encapsulante 

es bastante prometedora para el desarrollo de una formulación destinada a la 

administración oral de insulina. Los resultados más recientes son muy optimistas sobre 

todo aquellos reportes con biodisponibilidades orales superiores al 10%. De los datos 

mostrados en el Cuadro 2, se puede observar que las técnicas reportadas por  

Chalasani et al. (2007a), Mathiowitz et al. (2008), Woitiski et al. (2010), Zhang et al. 

(2012a) y Jain et al. (2012) han mostrado los valores más altos de biodisponibilidad oral 

reportados hasta el momento (29.4%, 23%, 13.12%, 10.5% y 20.4%, respectivamente. 

La mayoría de estos valores son superiores a los reportados para las técnicas de 

microencapsulación de insulina en lípidos. 

Se puede concluir que algunos lípidos pueden actuar como potenciadores de absorción 

de la insulina en el intestino. De entre las técnicas reportadas de encapsulación a base 

de lípidos, la técnica de emulsión doble del tipo W/O/W es una de las más promisorias 

para la encapsulación de insulina para administración oral 

De acuerdo a lo mencionado por Prusty y Sahu, (2009)  de entre todos los métodos de 

encapsulación de insulina en biopolímeros, la coacervación compleja junto con la 

gelificación iónotropica son los métodos más eficientes para la encapsulación de 

fármacos de naturaleza proteica. Además Cárdenas-Bailón et al. (2013) mencionaron 

que los enfoques combinados han tenido mejores resultados en la administración oral 

de la insulina. Es por eso que en el presente trabajo se abordó el problema de la 

administración oral de insulina utilizando un método combinado de microencapsulación 

utilizando una emulsión doble del tipo W/O/W y la coacervación compleja por lo que en 

seguida se aborda brevemente estos métodos de manera teórica. 
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2.9 Emulsiones dobles del tipo agua en aceite en agua 

 

Las emulsiones dobles del tipo agua en aceite en agua W/O/W por sus siglas en inglés 

“water in oil in water” consisten de gotas de agua dispersas en grandes glóbulos de 

aceite los cuales están dispersos a su vez en una fase acuosa continua (McClements, 

2005). Aprovechando su estructura de doble compartimento (Figura 5), ha surgido un 

interés creciente hacia las emulsiones dobles, desde su primera descripción en 1925 

(Seifriz, 1925), al ser consideradas como reservorios de substancias encapsuladas para 

ser liberadas bajo condiciones variables. Las emulsiones dobles tienen un gran número 

de aplicaciones potenciales en el campo farmacéutico, cosmético y alimenticio (Aserin, 

2008). Las emulsiones dobles W/O/W permiten la encapsulación de moléculas activas 

en la fase acuosa interna (Fi), y esto hace posible enmascarar sabores u olores; 

proteger contra la oxidación, luz o degradación enzimática; o para asegurar la liberación 

controlada de los ingredientes activos encapsulados (Aserin, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Esquema de una emulsión doble agua en aceite en agua (McClements, 2005) 

 

Las emulsiones dobles se preparan tradicionalmente mediante el método de dos etapas 

con dos tensoactivos de solubilidad opuesta. Para producir una emulsión doble W/O/W, 

primero un tensoactivo con un valor de balance hidrófilo-lipófilo bajo (HLB< 5) es 

disuelto en aceite. Después, se añade la fase acuosa interna, se homogeniza y se 



Antecedentes 

 

M. en C. Fernando Cárdenas Bailón  29 

forma una emulsión W/O. El sistema es emulsionado nuevamente en una solución 

acuosa de tensoactivo con un HLB alto (>10) para producir una emulsión doble W/O/W. 

Ambos tensoactivos se mezclan en las interfaces agua/aceite y el tiempo de vida de las 

películas formadas en las interfaces es gobernada por la composición de la mezcla 

binaria de surfactantes (Pays et al., 2001). 

Uno de los tensoactivos mas utilizados en la preparación de emulsiones del tipo W/O es 

el polirricinoleato de poliglicerilo (PGPR). El PGPR (HLB=4.3) se fabrica por la 

esterificación de poliglicerol con los ácidos grasos del aceite de ricino condensado. La 

estructura típica del PGPR se muestra en la Figura 6. Los ácidos grasos del aceite de 

ricino están compuestos en un 80-90% de ácido ricinoleico (ácido 12-hidroxi-9-cis-

octadecenóico) un ácido graso omega 9 insaturado que se encuentra naturalmente en 

el aceite de ricino (Ricinus communis L. Euphorbiaceae, también llamado castor o 

tártago).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Estructura química del polirricinoleato de poliglicerilo (Bastida-Rodríguez, 2013) 

 

El PGPR es soluble en éter, hidrocarburos e hidrocarburos halogenados pero insoluble 

en agua o etanol. El PGPR es ampliamente conocido por sus excelentes propiedades 

emulsificantes para la preparación de emulsiones del tipo W/O en la industria 
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alimentaria ya que forma emulsiones W/O bastante estables con un contenido de hasta 

el 80% de fase acuosa (Bastida-Rodríguez, 2013). Por tal motivo se trabajó con PGPR 

como emulsificante lipofilíco en esta investigación para la formulación de las emulsiones 

W/O. Como fase continua en la emulsión W/O se utilizó aceite de soya. Varios autores 

ya han reportado el uso de aceite de soya como fase continua en emulsiones W/O 

(Morishita et al., 1998; Shima et al., 2006; Iqbal et al., 2013) para la posterior formación 

de una emulsión doble W/O/W. Una de las ventajas de utilizar aceite de soya en la 

preparación de las emulsiones dobles W/O/W es que el aceite de soya está clasificado 

como un aceite poliinsaturado el cual contiene 15% de ácidos grasos saturados, 24% 

de ácidos grasos monoinsaturados y 61% de ácidos grasos poliinsaturados de las 

cuales 53.2% es el ácido linoleico y 7.8% de ácido linolénico. Varios estudios han 

demostrado que el aceite de soya es efectivo en reducir el colesterol sérico y los niveles 

de lípidos de baja densidad (LDL), problemas comúnmente asociados con pacientes 

diabéticos (Karasulu et al., 2011).  

 

2.10 Coacervación compleja 

 

La coacervación es la separación en dos fases líquidas de sistemas coloidales. La fase 

más concentrada en el componente coloidal es el coacervado y la otra fase es la 

solución en equilibrio. La separación de fases asociativa de dos polímeros en agua 

ocurre si existe una atracción electrostática. La coacervación compleja es la 

coacervación originada por la interacción de dos coloides con cargas opuestas 

(generalmente una proteína con un polisacárido). Con el fin de distinguirla de la 

coacervación simple (un solo polímero) se le nombró coacervación compleja. En la 

mayoría de los casos, los coacervados son de naturaleza sólida (precipitados) (Kruif et 

al., 2004).  

La microencapsulación por coacervación compleja se logra modificando el pH de una 

solución binaria de proteína y polisácarido hasta llegar al pH de coacervación (máxima 

atracción electrostática entre los coloides) y la subsecuente deposición del coacervado 

formado alrededor del material a encapsular (Figura 7), suspendido o emulsificado en el 
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mismo medio de reacción. Las microcápsulas producidas por coacervación compleja 

son insolubles al pH de coacervación por lo que existe separación de fases y tienen 

excelentes propiedades de liberación controlada así como de resistencia al calor 

(Mendanha et al., 2009) 

 

2.10.1 Potencial Z 

 

Una propiedad física para caracterizar el proceso de coacervación compleja es la 

medición del potencial Z tanto de los polímeros individuales como de sus mezclas 

binarias. 

Por su tamaño microscópico, las fuerzas de unión en la superficie del coloide y el 

líquido son las que determinan su comportamiento. Uno de los mayores efectos de la 

superficie son los fenómenos electrocinéticos. Cada coloide contiene una carga 

eléctrica que suele ser de naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva. 

Estas cargas producen fuerzas de repulsión electrostática entre las partículas del 

coloide. Si la carga es suficientemente elevada los coloides permanecen dispersos  en 

suspensión. Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los 

coloides se aglomeran y sedimentan fuera de la suspensión (Myers, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 Microencapsulación por coacervación compleja (Mendanha et al., 2009) 
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Se utiliza el modelo de la doble capa de Gouy-Chapman-Stern (Figura 8) para visualizar 

la atmósfera iónica en la proximidad del coloide cargado y para explicar cómo actúan 

las fuerzas eléctricas de repulsión.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Modelo de la doble capa de Gouy-Chapman-Stern alrededor de una partícula coloidal 
cargada negativamente (Myers, 1999) 

 

Es posible entender este modelo como una secuencia de etapas que ocurren alrededor 

de una sola partícula negativa del coloide, si los iones que neutralizan sus cargas son 

repentinamente eliminados. Primeramente se analizará el efecto de la partícula coloidal 

sobre el ión positivo (llamado contra-ión) en la solución. Inicialmente, la atracción de la 

partícula negativa hace que algunos iones positivos formen una rígida capa adyacente 

alrededor de la superficie de la partícula coloidal; esta capa de contra-iones es conocida 

como la capa de Stern. Otros iones positivos adicionales son todavía atraídos por la 

partícula coloidal negativa, pero estos son ahora rechazados por la capa de Stern, así 

como por otros iones positivos que intentan acercarse a la partícula coloidal. Este 

equilibrio dinámico resulta en la formación de una capa difusa de contra-iones. Los 

contra-iones tienen una alta concentración cerca de la superficie de la partícula, la cual 
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disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la 

concentración de los contra-iones en el seno de la disolución (Myers, 1999). 

En forma similar, aunque opuesta, en la capa difusa hay un déficit de iones negativos, 

llamados co-iones pues tienen la misma carga que la partícula coloidal. Su 

concentración se incrementa gradualmente al alejarse de la partícula coloidal, mientras 

que las fuerzas repulsivas de la partícula coloidal son compensadas por los iones 

positivos, hasta alcanzar nuevamente el equilibrio. La capa difusa puede ser visualizada 

como una atmósfera cargada rodeando a la partícula coloidal. A cualquier distancia de 

la superficie, la densidad de carga es igual a la diferencia de concentración entre iones 

positivos y negativos. La densidad de carga es mucho mayor cerca del coloide y 

gradualmente disminuye a cero cuando las concentraciones de iones positivos y 

negativos se asemejan. Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa son 

los que juntos se les conoce como la doble capa. El espesor de esta doble capa 

depende del tipo y concentración de los iones de la solución (Myers, 1999).  

La partícula coloidal negativa y su atmósfera cargada positivamente producen un 

potencial eléctrico relativo a la solución. Este tiene un valor máximo en la superficie y 

disminuye gradualmente con la distancia, aproximándose a cero fuera de la capa difusa 

(Figura 9). La caída del potencial y la distancia desde la partícula coloidal es un 

indicador de la fuerza repulsiva entre las partículas del coloide en función de la 

distancia a las cuales estas fuerzas entran en juego. 

Un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de 

Stern. Este potencial es conocido como el potencial zeta (Figura 9), el cual es 

importante porque puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga 

de la superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial zeta puede ser una 

manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica cambios 

en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsión entre las partículas 

coloidales (Myers, 1999). 
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Figura 9 Medición de potencial Z en una partícula coloidal cargada (Myers, 1999) 

 

La magnitud del potencial Z proporciona una idea de la estabilidad del sistema coloidal. 

Si todas las partículas coloidales en suspensión tienen un potencial Z negativo o 

positivo elevado entonces tienden repelerse entre si no habiendo floculación del 

sistema. Sin embargo si todas las partículas coloidales en suspensión tienen un 

potencial Z bajo, entonces las fuerzas de repulsión de las partículas disminuye y 

tienden a flocular. La línea divisoria entre las suspensiones estables y no estables 

generalmente se toma en +30mV y -30mV (Figura 10). Las suspensiones con partículas 

coloidales con potencial Z mayor a +30mV y menor a -30mV se consideran estables. El 

factor más importante que afecta el potencial Z es el pH. Un valor de potencial Z sin su 

valor de pH correspondiente es prácticamente inútil (Myers, 1999).  El punto donde la 

gráfica de potencial Z a diferentes valores de pH donde pasa por 0, se le conoce como 

el punto isoeléctrico y es de gran importancia práctica ya que en ese punto el sistema 

es menos estable ocasionando la floculación de las partículas coloidales (Figura 10).  
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Figura 10 Zonas de estabilidad e inestabilidad de una suspensión coloidal a diferentes valores 
de pH (Myers, 1999) 

 

2.10.2 Aplicaciones de la coacervación compleja 

 

En la literatura se han encontrado varias aplicaciones de la coacervación compleja tanto 

en tecnología de alimentos (Jun-xia et al., 2011; Dong et al., 2011; Mendanha et al., 

2009; Vahabzadeh et al., 2004; Thimma y Tammishetti, 2003; Xing et al., 2003; 

Weinbreck et al., 2004; Pozippe et al., 2011), en aplicaciones textiles (Onder et al., 

2008; Deveci y Basal, 2009) y en aplicaciones farmacéuticas (Saravanan y 

Panduranga, 2010; Tiyaboonchai y Ritthidej, 2003; Lamprecht et al., 2007; Baracat et 

al., 2004). 

El sistema más utilizado en la coacervación compleja es el de gelatina/goma arábiga. 

Sin embargo la gelatina requiere de un calentamiento para su disolución, reduciendo su 

uso para la microencapsulación de sustancias termolábiles. Por tal motivo, se han 

explorado otros sistemas de coacervación como: aislado de proteína de soya/goma 

arábiga (Jun-xia et al., 2011), aislado de proteína de soya/pectina (Mendanha et al., 

2009), quitosano/carboximetilcelulosa (Sarmento et al., 2007b), fibroína de 

seda/quitosano (Deveci y Basal, 2009), los cuales presentan la ventaja de no requerir 

calentamiento para su disolución. Por otro lado, Gunasekaran et al. (2007) sugirieron 
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que las proteínas de suero de leche (un subproducto de la industria láctea) pueden 

utilizarse ampliamente como aditivos en una gran variedad de alimentos por sus 

propiedades gelificantes y emulsificantes. La ß-lactoglobulina es el principal 

componente del suero de leche. Las propiedades fisicoquímicas de las proteínas del 

suero de leche sugieren que pueden ser utilizadas para otras aplicaciones novedosas 

en campos distintos a la industria de los alimentos. Por ejemplo, las proteínas de suero 

de leche pueden ser utilizadas como agente encapsulante para la liberación controlada 

de sustancias biológicamente activas ya que éstas no requieren de calentamiento para 

su disolución, razón por la cual se utilizó el aislado de proteína de suero de leche en el 

presente trabajo.  

En cuanto a los polisacáridos del sistema de coacervación, se eligieron la 

carboximetilcelulosa, el alginato de sodio, el ácido poliacrílico  y el quitosano ya que 

presentan valores de mucoadhesividad promedio comparados con otros polisácaridos 

(Roy and Prabhakar, 2010).  

 

Una etapa importante en la formulación de las microcápsulas es el secado de las 

mismas. En la revisión bibliográfica se han encontrado diversos métodos de secado: 

secado al aire (Sajeesh & Sharma, 2006), liofilización (Jain et al., 2005; Silva et al., 

2006; Liu et al., 2006; Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012a), secado al vacio 

(Morishita et al., 2006), secado por aspersión (Bowey et al., 2013; Patel et al., 2001) y 

secado en lecho por fuente (spouted bed) (Baracat et al., 2004). Por lo general el 

método de secado de microcápsulas mas utilizado es la liofilización. Sin embargo, los 

costos de operación en este proceso de secado son altos, se requiere equipo costoso y 

los tiempos de secado son largos. En el presente trabajo se utilizó el secado por 

aspersión para la etapa de secado de las microcápsulas, por ser una alternativa a la 

liofilización con costos de operación menores y con tiempos de secado más cortos, por 

lo que a continuación se presenta una breve revisión del principio involucrado. 
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2.11 Secado por aspersión 

 

El secado por aspersión es una operación de tres pasos: atomización, deshidratación y 

recolección del polvo. Como se muestra en la Figura 11, la alimentación se asperja por 

un atomizador en la cámara de secado. Ayudado por un área superficial muy extensa 

de las gotas y el aire caliente, la deshidratación se lleva a cabo en segundos. 

Finalmente las partículas secas son transportadas a un ciclón separador y depositadas 

en un colector. Los parámetros de proceso más importantes incluyen: la temperatura de 

entrada del aire de secado (Te), la temperatura del aire de secado de salida (Ts), 

velocidad del flujo de aire, velocidad de rotación del atomizador y el tiempo de 

residencia. De todos estos parámetros la Ts es el factor dominante al controlar las 

características de la partícula como la forma de la partícula y el contenido de humedad 

(Mahmoud y Yuh Fun, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Esquema de un secador por aspersión convencional (Mahmoud y Yuh Fun, 

2006) 
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Uno de los principales cuestionamientos para utilizar el secado por aspersión en la 

producción de formulaciones proteicas o con péptidos, es si las proteínas termolábiles 

pueden resistir la desnaturalización por el aire caliente (Ameri y Maa, 2006). En las 

primeras etapas de secado, donde la superficie de la gota permanece saturada, la 

temperatura de la superficie de la gota se mantiene a la temperatura de bulbo humedo 

del aire de secado, la cual es significativamente menor que la Te.  

Conforme progresa el secado, la temperatura de la superficie de la gota empieza a 

incrementarse acercándose a la Ts puesto que la difusión de agua a la superficie no 

puede mantener saturada de humedad la superficie de la gota. En el caso de secado de 

emulsiones dobles W/O/W, la emulsión W/O que contiene la insulina nunca alcanza si 

quiera la Ts. Para algunas proteínas el secado por aspersión puede alterar su estructura 

secundaria (α-hélice, la hoja-ß y el enrollamiento al azar) lo cual puede inactivar 

irreversiblemente la proteína. Este no es el caso de la insulina ya que Okamoto et al. 

(2002) reportaron que el secado de una solución de insulina (5mg/ml) a Ts menores a 

120⁰C sufre una degradación menor al 1%. Bowey et al. (2013) reportan el uso del 

secado por aspersión en la encapsulación de insulina con alginato utilizando Ts = 70-

80⁰C y obteniendo una BAr del 88% evaluada por el método de inmunoensayo. 

 

Maltensen et al. (2008) reportaron que no se encontró desnaturalización protéica ni 

degradación física o química durante el proceso de secado por aspersión. En otro 

estudio, Patel et al. (2001) encontraron que la actividad biológica de la insulina no se ve 

afectada cuando se seca a Te= 110⁰C, 140⁰C y 170⁰C pero sí existe una reducción 

significativa cuando se seca a Te= 200⁰C. No reportan la Ts. Un resultado similar fue 

reportado por Forbes et al. (1998) quienes reportan una retención de la actividad 

biológica de apenas el 18% al secar soluciones de insulina al 1% en lactosa y manitol 

cuando se seca por aspersión a Te= 200⁰C y Ts= 90⁰C. De la revisión anterior se puede 

concluir que la insulina sufre una degradación despreciable cuando se seca por 

aspersión a Te< 200⁰C y Ts< 120 ⁰C, dato importante para decidir los parámetros de 

operación.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

El principal tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 hasta ahora es la inyección 

subcutánea de insulina, teniendo esta vía de administración varias desventajas como el 

ser dolorosa e incómoda para el paciente, además de provocar hipoglucemia periférica. 

Aunque se han intentado otras vías alternas de administración como la nasal, la bucal, 

la transdérmica y la pulmonar poco ha sido el éxito obtenido debido a la baja 

biodisponibilidad de la insulina comparada con la vía subcutánea. 

 

La vía de administración oral sería más natural, cómoda y accesible para el paciente. 

Sin embargo, aún es un reto para científicos e investigadores el lograr desarrollar una 

formulación oral para un uso clínico aceptable. La razón es que existen varias barreras 

físicas para la administración oral de la insulina entre ellas la degradación por las 

enzimas proteolíticas en el tracto gastrointestinal y la poca permeabilidad en el 

intestino. Para esto se han desarrollado varias estrategias como el uso de inhibidores 

de proteasas, potenciadores de absorción, uso de nanopartículas o microcápsulas de 

administración dirigida y modificación química de las microcápsulas para mejorar la 

absorción.  

 

Se han reportado varios intentos para desarrollar una formulación oral de insulina. De 

todos los intentos las microcápsulas o nanopartículas parecen ser los más promisorios.  

 

En este trabajo se abordó el problema de la administración oral de la insulina utilizando 

un enfoque combinado de microencapsulación por coacervación compleja de una 

emulsión doble agua aceite agua W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water”; 

las proteasas se ocuparían de degradar la proteína del sistema de coacervación y la 

insulina estaría más tiempo disponible para su absorción además de que los lípidos 

empleados en la formulación de la emulsión agua en aceite W/O por sus siglas en 

inglés “water in oil” actuarían como potenciadores de absorción.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

Microencapsular insulina para su administración oral mediante las técnicas emulsión 

doble/coacervación compleja y evaluar su estabilidad a valores de pH gastrointestinal.  

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Optimizar la formulación de la emulsión agua en aceite W/O por sus siglas en 

inglés “water in oil” de tal forma de obtener una emulsión estable con el tamaño 

de glóbulo nanométrico. 

 

 Optimizar la emulsión doble agua en aceite en agua W/O/W por sus siglas en 

inglés “water in oil in water” con aislado de proteína de suero de leche WPI por 

sus siglas en inglés “Whey protein isolate” como emulsificante hidrofílico con 

base en parámetros como tipo de mezclado, tiempo de mezclado, tamaño de 

glóbulo y eficiencia de encapsulación. 

 

 Determinar el perfil de potencial Z en función del pH de aislado de proteína de 

suero de leche WPI por sus siglas en inglés “Whey protein isolate”, 

carboximetilcelulosa CMC por sus siglas en inglés “Carboximethylcellulose”, 

alginato de sodio SA por sus siglas en inglés “Sodium alginate”, ácido poliacrílico  

PAA por sus siglas en inglés “Polyacrylic acid” y quitosano CHIT por sus siglas 

en inglés “Chitosan”. 

 

 Determinar el perfil de pH de las mezclas binarias WPI-CMC, WPI-SA, WPI-PAA 

y WPI-CHIT con el fin de conocer el pH de coacervación (máxima atracción 

electrostática). 
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 Evaluar la eficiencia de coacervación de los sistemas WPI-CMC y WPI-SA a 

distintas proporciones WPI-polisacárido. 

 

 Encapsular por coacervación compleja la emulsión doble W/O/W utilizando los 

sistemas WPI-CMC y WPI-SA a las proporciones de material de pared con 

respecto a la emulsión W/O 2:1 y 1:1. 

 

 Establecer las mejores condiciones de secado de las microcápsulas evaluando el 

efecto de las temperaturas de secado por aspersión sobre la morfología de las 

mismas y sobre la actividad biológica residual (BAr) de la insulina. 

 

 Evaluar la estabilidad de la insulina microencapsulada a valores de pH 

gastrointestinal de tal forma de observar la formulación que mejor proteja a la 

insulina a valores de pH gastrointestinal.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Materiales 

 

La insulina humana ADN recombinante fue adquirida de dos fuentes: Insulina Humana 

ADN recombinante 100UI/mL frasco de 10mL (Insulina humana regular de acción 

rápida obtenida de Laboratorios PISA Guadalajara, Mexico) e insulina humana ADN 

recombinante en polvo de Sigma Aldrich; el aislado de proteína de suero de leche WPI 

por sus siglas en inglés “Whey protein isolate” 90% de la marca Hilmar Ingredients 

(California, USA)  se adquirió de Empresas Vihler S.A. de C.V.; el aceite de soya 

utilizado para la preparación de la emulsión W/O fue de la marca comercial Nutrioli 

(Nuevo León, México); el polirricinoleato de poliglicerilo PGPR por sus siglas en inglés 

“Poyglyceril polyricinoleate” GRINSTED 90 de la marca Danisco Food Inc. (Danisco, 

Dinamarca) fue adquirido de la empresa Millikan S.A. de C.V.; la carboximetilcelulosa 

CMC  por sus siglas en inglés “Carboximethylcellulose”grado farmacéutico de la marca 

GELYCEL F1 2000 fue adquirida de Química Amtex S.A. de C.V.; el alginato de sodio 

SA por sus siglas en inglés “Sodium alginate” grado farmacéutico fue adquirido de 

Alquimia Mexicana S. de R. L.; el quitosano CHIT sus siglas en inglés “Chitosan” 

utilizado fue de Sigma Aldrich; el ácido poliacrílico PAA sus siglas en inglés “Polyacrylic 

acid” utilizado fue de la marca CARBOPOL 940 adquirido de Lubrizol Advanced 

Materials Inc. (Wickliffe, Ohio, USA);  el kit de ELISA para insulina humana se adquirió 

de Diagnostic Automation Inc.(Calabasas, California, USA). Todos los demás reactivos 

utilizados fueron grado analítico.  

 

5.2 Equipo   

 

 Agitador nivel laboratorio Stir Pak® Mod 5554 10 Cole Parmer con una turbina con 

seis paletas equidistantes de 5 cm de diámetro.  

 Homogenizador digital Ultraturrax® T25 

 Medidor de Potencial Z Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 25. 
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 Secador por Aspersión Niro Mobile Minor con un cámara de secado cilíndrica 

cónica con diámetro de 80.5 cm, la zona cilíndrica de 62 cm de alto y la cónica 

de 67 cm de alto con un ángulo de 30° con respecto a la vertical.   

 Conductímetro Oakton PC700 

 Termobalanza Ohaus M35.  

 Evaporadora de oro Denton Vaccum Modelo Desk II 

 Microscopio Electrónico de Barrido marca JEOL modelo JSM-5800LV 

 Analizador de Tamaño de partícula Malvern IM026 con una lente de 60mm 

 Espectrofotómetro Jenway 7305 

 Agitador rotatorio Roto-Torque Cole Parmer 7637 

 Lector de ELISA Biotek Modelo EL311 

 

5.3 Desarrollo experimental 

 

La Figura 12 muestra el diagrama de bloques del procedimiento experimental utilizado 

en la preparación de las microcápsulas para la administración oral de la insulina. Al 

polvo obtenido se le hicieron pruebas de calidad como humedad, morfología por 

microscopia óptica, solubilidad a pH 7.0 y pH 2.0 y BAr por la técnica de ELISA.  

 

5.3.1 Emulsión simple agua en aceite 

 

5.3.1.1 Fase acuosa interna para optimizar la emulsión doble agua aceite en 

agua 

 

Con la finalidad de optimizar la formulación de la emulsión doble agua aceite en agua 

W/O/W por sus siglas in inglés “water in oil in water”, se utilizó NaCl como indicador en 

la fase acuosa interna (Fi). Se utilizó una solución al 4%p/p de NaCl y Glicerol 15%p/p 

en agua (Benichou et al., 2007). Esta solución tiene una osmolaridad teórica de 

3000mOsmoles/L. Se adicionó glicerol a la Fi ya que se ha reportado que la adición de 

polioles a la Fi incrementa la reducción del tamaño de glóbulo y asegura una mejor 
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estabilidad de la emulsión final debido a la hidrofobización de la Fi (Benichou et al., 

2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Diagrama de bloques del procedimiento de experimental 
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5.3.1.2 Fase oleosa  

 

Para la fase oleosa (FO) se utilizó aceite de soya mezclado con el emulsificante 

lipofilíco PGPR 90 (HLB=4.3) en distintas concentraciones (2, 4, 6, 8 y 10%p/p de 

PGPR). 

 

5.3.1.3 Preparación de la emulsión simple agua en aceite 

  

La emulsión agua en aceite W/O por sus siglas in inglés “water in oil ” se preparó en 

dos etapas. En la primera etapa se incorporó la Fi por goteo a la FO utilizando un 

agitador nivel laboratorio Stir Pak Mod 5554 10 Cole Parmer con una turbina con seis 

paletas equidistantes de 5cm de diámetro a 1000rpm durante 5min. Finalmente se 

homogenizó esta emulsión W/O a 5000rpm durante 1min en el mismo equipo. Para la 

caracterización de la emulsión W/O con aceite de soya se utilizó un diseño factorial de 

dos variables (la proporción Fi:FO y la concentración de surfactante) a 3 y 5 niveles 

respectivamente tal como se muestra en el Cuadro 3, siendo las variables de respuesta 

el tamaño del glóbulo y la estabilidad de la emulsión W/O. 

 

Cuadro 3 Factorial para la preparación de la emulsión agua en aceite 

 Variables 

Niveles 
Concentración de 

PGPR %p/p 
Fi:FO 

1 2 1:2 

2 4 1:3 

3 6 1:4 

4 8  

5 10  
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De éste factorial se evaluaron las emulsiones por estabilidad y tamaño del glóbulo de la 

emulsión. Se eligió la formulación con la mayor estabilidad y con el menor tamaño de 

glóbulo. 

 

5.3.2 Emulsión doble agua aceite en agua 

 

5.3.2.1 Preparación 

 

Para la preparación de la emulsión doble W/O/W se utilizó un Utraturrax T25 a distintas 

velocidades de homogenización (5000, 10000 y 15000rpm). El emulsificante hidrofilíco 

en la emulsión doble W/O/W fue el WPI al 10%p/p. Para la caracterización de la 

emulsión doble W/O/W se plantearon dos experimentos. En el primero se utilizó una 

variable (velocidad de homogenización) a 3 niveles siendo las variables de respuesta la 

eficiencia de encapsulación (EE) y la distribución de tamaño de partícula con el objetivo 

de establecer las mejores condiciones de homogenización para lograr la máxima EE y 

la distribución de tamaño de partícula lo más homogénea posible. Los niveles y 

variables estudiados se muestran en el Cuadro 4.  

Cuadro 4 Preparación de la emulsión doble agua aceite en agua 

 Variable 

Niveles Velocidad de 

homogenización (rpm) 

1 5000 

2 10000 

3 15000 

 

Una vez establecida la velocidad de homogenización para la mejor EE, se planteó el 

segundo experimento, donde se utilizó un factorial de 2 variables (relación 

WPI:emulsión W/O y relación Fi:FO) a 3 niveles siendo la variable de respuesta la EE 

con el objetivo de estudiar el efecto de las relaciones WPI:emulsión W/O y Fi:FO sobre 
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la EE tal y como se muestra en el Cuadro 5. Con este experimento se eligió la 

formulación con la mayor EE y mayor capacidad de carga en la emulsión W/O. 

 

Cuadro 5 Factorial para la evaluación de la eficiencia de en encapsulación en la emulsión doble 
agua en aceite en agua 

 Variables 

Niveles 
Relación 

WPI:Emulsión W/O 
Relación Fi:FO 

1 0.66:1 1:2 

2 1:1 1:3 

3 1.33:1 1:4 

 

5.3.3 Condiciones de coacervación  

 

5.3.3.1 Determinación de potencial Z de los biopolímeros seleccionados a 

distintos valores de pH 

 

Se prepararon soluciones de los polímeros de la siguiente manera: WPI al 1%(p/v), 

CMC, SA, PAA al 0.5%(p/v) en agua destilada y CHIT en HCl 0.1N disolviendo 

lentamente con agitación. Se almacenaron las soluciones de los polímeros a 4°C 

durante 24h para permitir su completa hidratación.  

 

El pH de las soluciones acuosas de los polímeros se ajustó mediante la adición de HCl 

0.1M para valores de pH de entre 4-6.5 y HCl 1M para valores de pH de entre 2-4 y con 

NaOH 0.1N para valores superiores a 6.5. El potencial zeta de las soluciones acuosas 

de WPI, CMC, SA, PAA y CHIT se determinó a diferentes valores de pH usando un 

medidor de Potencial Zeta Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 525. Se construyeron 

las gráficas de potencial zeta en función del pH. 
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5.3.3.2 Determinación de potencial Z de mezclas binarias proteína-

polisacárido distintos valores de pH 

 

Se prepararon las siguientes soluciones binarias: WPI-CMC, WPI-SA, WPI-PAA y WPI-

CHIT a las proporciones (1:1, 2:1, 3:1) con una concentración total de polímeros del 1 y 

2%. El pH de estas mezclas binarias se ajustó a diferentes valores de pH utilizando HCl 

1M para valores de pH de entre 2-4, HCl 0.1N para valores de pH de entre 4-6.5; y con 

NaOH 0.1N para valores de pH superiores a 6.5 y se determinó el potencial Z de las 

muestras con un medidor de Potencial Zeta Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 525. 

Aquellas mezclas que no presentaron precipitación se midió en potencial Z 

directamente y aquellas donde se observó precipitación, fueron centrifugadas a 

4000rpm por 20min para hacer la lectura en el sobrenadante. Se construyeron las 

graficas de potencial Z en función de pH y a partir de éstas se determinó el valor de pH 

donde existe la máxima diferencia estequiométrica de cargas electrostáticas entre 

proteína y polisacárido (potencial Z=0, pH de coacervación) (Jiménez-Alvarado et al., 

2009). 

 

5.3.3.3 Rendimiento de coacervación 

 

El precipitado (coacervado) de las muestras centrifugadas fue separado del 

sobrenadante por decantación y el precipitado fue deshidratado a 100°C hasta llegar a 

peso constante. El rendimiento de coacervacion %RC se determinó a partir de la 

siguiente ecuación (Jiménez-Alvarado et al., 2009): 

 

    
  

   
     

donde: 

%RC= Rendimiento de coacervación (%) 

mC =Masa del coacervado deshidratado (g) 

mBP =Masa total de polímeros utilizados en la preparación de la mezcla binaria (g) 
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5.3.3.4 Coacervación de la emulsión doble agua aceite en agua 

 

La emulsión doble W/O/W que presentó la máxima EE y mayor relación Fi:FO en la 

emulsión W/O fue coacervada utilizando tanto CMC como SA. Se descartaron el PAA y 

el CHIT como se verá en la sección de resultados.  

Durante la coacervación compleja los dos parámetros importantes a controlar son la 

proporción proteína:polisacárido y la proporción material de pared (proteína + 

polisacárido):núcleo. En el caso de la coacervación de emulsiones dobles W/O/W el 

núcleo es la emulsión W/O. La proporción proteína:polisacárido mas frecuentemente 

utilizada es 1:1 (Jun-Xia et al., 2011; Saravanan y Panduranga, 2010; Mendanha et al., 

2009; Onder et al., 2007). Sin embargo, en el presente trabajo se utilizó un proporción 

proteína:polisacárido de 2:1 por presentar un mayor %RC como se discutirá en la 

sección de resultados. Con respecto a la proporción de material de pared 

(proteína+polisacárido):núcleo (emulsión W/O) se han reportado valores de entre 2:1, 

1:1 y 0.66:1 (Mendanha et al., 2009). En el presente trabajo se utilizaron las 

proporciones de material de pared (proteína+polisácarido):emulsión W/O 2:1 y 1:1 por 

ser las que mayor cantidad de emulsión W/O se puede  utilizar.  

La coacervación compleja se llevó a cabo añadiendo la emulsión doble W/O/W 

preparada previamente a una solución de CMC o SA al 1% bajo agitación lenta (500 

rpm) y se dejó agitar por 5min para la homogenización de la misma. Posteriormente se 

ajustó el pH de la mezcla lentamente con HCl 0.1N hasta llegar a un pH de 3.8 

aproximadamente. Finalmente se ajustó el pH de la mezcla al punto isoeléctrico (PI) del 

complejo con HCl 1M (pH=2.5). Todo bajo agitación lenta (500rpm). Para verificar que 

se llevó a cabo la coacervación correctamente se dejo reposar una muestra de la 

mezcla por 24h en refrigeración para observar la separación de fases.  
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5.3.3.5 Elaboración de las microcápsulas conteniendo insulina 

 

Una vez establecidas las mejores condiciones para la preparación de la emulsión doble 

W/O/W y para la coacervación, se procedió a encapsular la insulina para lo cual se 

preparo la Fi como se describe a continuación.  

 

5.3.3.5.1 Fase acuosa interna para evaluar la bioactividad residual 

 

Para evaluar la bioactividad residual (BAr) después del secado por aspersión se utilizó 

una solución de insulina 100UI/mL, la cual se ajustó a 15%p/p de glicerol. De acuerdo a 

la USP 30 (2007) una unidad de insulina humana ADN recombinante equivale a 

0.0347mg de insulina. Por lo que una solución de insulina de 100UI/mL equivale a 

3.47mg/mL. La solución de insulina de 100UI/mL comercial contiene 16mg/mL (1.6%) 

de glicerol (USP 30, 2007) por lo que para llevar la solución al 15%p/v de glicerol se 

aplicó el siguiente balance:  

             

donde:  

m1= masa de la solución de insulina 100UI/mL (g)  

x1=Fracción en peso de glicerol en m1 

m2= masa de glicerol necesaria (g) 

mT= masa final de la mezcla (g) 

xT=Fracción en peso de glicerol en mT 

 

Con esto se logró una solución con una concentración final de insulina de 2.98mg/mL y 

15%p/p de glicerol.  
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5.3.3.5.2 Fase acuosa interna para evaluar la estabilidad a pH gastrointestinal 

 

Para la preparación de la Fi para la evaluación de la estabilidad de la insulina 

microencapsulada se preparó una solución de insulina 100UI/mL (3.47mg/mL) en buffer 

de fosfatos pH 7.0 y se le añadió la cantidad suficiente de glicerol para obtener 15%p/p 

(Woitiski et al., 2010). 

 

5.3.3.6 Secado por aspersión de la emulsión doble coacervada 

 

La emulsión doble W/O/W coacervada, fue deshidratada en un secador por aspersión 

Niro Mobile Minor Spray Dryer (Figura 13a). El secado se realizó utilizando un aspersor 

de disco centrífugo que opera de manera neumática (Figura 13b). Este aspersor 

requiere una presión de aire de alrededor de 6 kgf/cm2 y gira a 32000rpm. El producto 

seco se recolectó en el ciclón separador.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 Secador por aspersión Niro Atomizer Modelo Mobile Minor (a: Cuerpo del secador b: 
Aspersor de disco centrífugo) 
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Durante la alimentación de la emulsión doble W/O/W coacervada, ésta fue agitada 

magnéticamente (100rpm) para evitar aglomeración de los coacervados y la 

subsecuente separación de fases.  

Con el objetivo de evaluar el efecto del secado por aspersión sobre la BAr de la insulina 

se planteó un experimento de 4 variables (polisacárido utilizado, relación material de 

pared:emulsión W/O, Te y Ts) a dos niveles cada una tal como se muestra en el Cuadro 

6, siendo la variable de respuesta la BAr de la insulina.  

 

5.4 Métodos analíticos 

 

5.4.1 Determinación de la estabilidad de la emulsión agua en aceite 

 

La estabilidad de la emulsión W/O se evaluó determinando el tamaño del glóbulo de 

agua en la fase continua (aceite) utilizando microscopia óptica y un software de análisis 

de imágenes Digimizer® 4.2.6, en función del tiempo. Las muestras fueron 

almacenadas a temperatura ambiente (20°C) en tubos de ensaye de rosca por 150 

días.  

 

Cuadro 6 Factorial para la evaluación de la actividad biológica residual después del proceso de 
secado 

 
Variables 

Niveles 
Polisacárido 

utilizado 

Relación 

Material de 

pared:emulsión 

W/O 

Te 

(°C) 

Ts 

(°C) 

1 CMC 1:2 180 80 

2 SA 1:1 170 70 
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5.4.2 Determinación del tamaño de los glóbulos en la emulsión agua en aceite 

 

Se realizó una dilución 1:20 de la emulsión W/O en aceite de soya. Se colocó una gota 

en el portaobjetos y se cubrió la muestra con un cubreobjetos. Se observó la muestra a 

inmersión (1000x) con el microscopio óptico y se tomaron las imágenes con una 

cámara digital Nikon Coolix L17 16.1MP. De cada muestra se tomó la microfotografía 

de 3 campos diferentes y se midieron todos los glóbulos en cada campo utilizando el 

software de análisis de imágenes Digimizer© 4.3.0. Primeramente se abrió el programa 

y se cargó la imagen a analizar. Posteriormente se hizo la calibración del programa 

utilizando la escala captada con un micrómetro ocular colocado en el microscopio 

utilizando la herramienta “unit” de la barra de herramientas (Figura 14) e introduciendo 

el valor numérico en µm al segmento marcado. Una vez realizada la calibración se 

procedió a medir los glóbulos utilizando la herramienta “circle to center” y en la parte 

derecha de la pantalla, apareció  cada una de las mediciones realizadas así como el 

promedio del tamaño del glóbulo (Figura 15). Con estos datos, se construyó un 

histograma de frecuencias para cada muestra para observar la dispersión del tamaño 

del glóbulo de cada muestra.    

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 Calibración del programa Digimizer© 4.3.0 
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Figura 15 Evaluación del tamaño de glóbulo utilizando el programa Digimizer© 4.3.0 

 

5.4.3 Determinación del tamaño de los glóbulos en la emulsión doble agua en 

aceite en agua 

 

La distribución del tamaño de los glóbulos de la emulsión doble W/O/W se realizó 

utilizando un analizador de tamaño de partícula Malvern IM 026 serie 2006 con un lente 

de 60 mm, determinando el diámetro de esfera equivalente el cual es el tamaño de la 

esfera con el mismo volumen de la partícula.  

 

5.4.4 Determinación de la eficiencia de encapsulación en la emulsión doble 

agua aceite en agua 

 

Con el fin de evaluar la EE, se aprovechó la propiedad de conducir la electricidad de los 

electrolitos en solución. Como se indicó en la sección 5.2.1.1 la fase acuosa interna se 

preparó con NaCl 4%p/v en solución como un fármaco modelo muy soluble en agua. 

Como el aceite no contribuye a la conductividad por no ser electrolito en solución, la 

única razón por la que pudiese aumentar la conductividad en la fase acuosa externa es 
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por la liberación de la fase interna hacia la fase externa debido a una fuerza de cizalla 

excesiva durante la homogenización de la emulsión doble W/O/W (Figura 16).  

Se construyeron curvas tipo para las proporciones Fi:FO 1:2, 1:3 y 1:4 de la emulsión 

W/O y para las proporciones 0.66:1, 1:1 y 1.33:1 WPI/emulsión W/O en la  emulsión 

doble W/O/W. A manera de ejemplificar la forma de preparación de una curva tipo se 

tomará como ejemplo la preparación de una emulsión doble W/O/W utilizando una 

emulsión W/O con proporción Fi:FO 1:2 y con una relación WPI/emulsión W/O 1:1. En 

el Cuadro 7 se observa la formulación típica de esta emulsión. Esta emulsión doble 

contiene 10g de emulsión W/O dispersas en 100g de fase acuosa externa (WPI 

10%p/v). Pero los 10g de emulsión W/O contienen 6.66g de fase oleosa y 3.33g de fase 

acuosa interna (Fi:FO 1:2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 Liberación de la fase acuosa interna a la fase acuosa externa causada por un exceso 
de agitación durante la homogenización de la emulsión secundaria 
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Se prepararon 300g de una emulsión simple del tipo O/W añadiendo 10, 6.66 y 5g de 

FO por cada 100g de fase acuosa externa (WPI 10%p/v) homogenizando a 15000rpm 

en un Ultraturrax T25 por 2min. Se vertieron 30g de esta emulsión simple en cada uno 

de 10 tubos de ensaye. Se consideró una eficiencia de encapsulacion variando desde el 

100% hasta el 0% de diez en diez unidades. Para esto se adicionó a cada tubo la 

cantidad de NaCl 4% p/v que correspondería a una liberación de 10-100%. 

 

Cuadro 7 Formulación típica de la emulsión doble agua aceite en agua 

 

 

 

 

 

La cantidad de fase acuosa interna se agregó con micropipeta considerando una 

densidad relativa igual a la del agua de 1.0. Los tubos fueron finalmente agitados con 

vortex por 1min y se midió la conductividad por triplicado con un conductímetro 

OAKTON PC 700. El Cuadro 8 muestra la forma de preparación de la curva tipo para 

las diferentes proporciones.  

 

5.4.5 Determinación de humedad en las microcápsulas secas 

 

El contenido de humedad en las microcápsulas deshidratadas se determinó como lo 

reportaron Rocha-Selmi et al. (2013) utilizando una termobalanza Ohaus M35 

(Parsippany, NJ, USA) a 100°C/0.01g/90s en el programa autodry.  

 

Relación WPI/Emulsión W/O 

0.66:1 

(g) 

1:1 

(g) 

1.33:1 

(g) 

Emulsión W/O 15 10 7.5 

WPI 10%(p/v) 100 100 100 
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5.4.6 Integridad de la emulsión doble  después del secado 

 

Se rehidrataron 0.2g de las microcápsulas secas en 10mL de buffer de fosfatos pH 7.0  

y fueron agitadas magnéticamente alrededor de 30min para la completa rehidratación 

de la muestra. Una gota de esta solución fue colocada en un portaobjeto y cubierta con 

un cubreobjetos. La estructura típica de una emulsión doble W/O/W fue observada 

utilizando un microscopio óptico para confirmar que la integridad de la emulsión doble 

W/O/W permaneció intacta después del proceso de secado. 

 

Cuadro 8 Preparación de curvas tipo para evaluar eficiencia de encapsulación en las 
emulsiones dobles agua aceite en agua 

 

 

 

 Fi añadida (g) 

Relación WPI/Emulsión W/O 0.66:1 1:1 1.33:1 

Fi/FO 1:2 1:3 1:4 1:2 1:3 1:4 1:2 1:3 1:4 

EE (%) 
Emulsión 

O/W (g) 
         

0 30 1.406 1.055 0.844 0.937 0.703 0.563 0.703 0.527 0.422 

10 30 1.266 0.949 0.759 0.844 0.633 0.506 0.633 0.475 0.380 

20 30 1.125 0.844 0.675 0.750 0.563 0.450 0.563 0.422 0.338 

30 30 0.984 0.738 0.591 0.656 0.492 0.394 0.492 0.369 0.295 

40 30 0.844 0.633 0.506 0.562 0.422 0.338 0.422 0.316 0.253 

50 30 0.703 0.527 0.422 0.469 0.352 0.281 0.352 0.264 0.211 

60 30 0.563 0.422 0.338 0.375 0.281 0.225 0.281 0.211 0.169 

70 30 0.422 0.316 0.253 0.281 0.211 0.169 0.211 0.158 0.127 

80 30 0.281 0.211 0.169 0.187 0.141 0.113 0.141 0.105 0.084 

90 30 0.141 0.105 0.084 0.094 0.070 0.056 0.070 0.053 0.042 

100 30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
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5.4.7 Morfología de las microcápsulas por microscopia electrónica de barrido 

 

Las microcápsulas fueron tamizadas a través de una malla 400 con 37µm de apertura. 

Se tomó una pequeña muestra del polvo tamizado y se recubrió de oro en una 

evaporadora de oro Denton Vaccum modelo Desk II por 150s. Posteriormente la 

superficie de las microcápsulas fue analizada utilizando un microscopio electrónico de 

barrido marca JEOL modelo JSM-5800LV a 15Kvolts de aceleración y las imágenes 

fueron tomadas con el software Honestech TVR 2.5. 

 

5.4.8 Determinación de la distribución del tamaño de partícula en las 

microcápsulas secas 

 

La determinación del tamaño de partícula en las microcápsulas secas se llevo a cabo 

en un analizador de tamaño de partícula Malvern IM 026 serie 2006 con un lente de 

60mm, utilizando agua destilada a pH 2.5 (pH de coacervación) como agente 

dispersante, para evitar la disgregación de las microcápsulas coacervadas.  

 

5.4.9 Determinación de la actividad biológica residual de la insulina después 

del proceso de secado por aspersión 

 

5.4.9.1 Extracción de la insulina del interior de las microcápsulas 

 

Para determinar la actividad biológica residual BAr dentro de las microcápsulas después 

del proceso de secado por aspersión fue necesario romper la emulsión W/O. Se logró 

romper la emulsión W/O utilizando acetonitrilo grado reactivo. Con la intención de 

verificar que efectivamente el acetonitrilo era capaz de romper la emulsión W/O, se 

preparó una curva tipo de insulina en acetonitrilo y se leyó la absorbancia a 280nm, que 

corresponde a la región UV del espectro como se muestra en el cCuadro 9.  

Posteriormente se preparó una emulsión W/O relación Fi:FO 1:2 utilizando como Fi una 

solución de insulina 2.98mg/mL y una solución de NaCl 4% p/v. Se tomaron 5g de la 

emulsión W/O y se mezclaron con 40mL de acetonitrilo. Se centrifugó la muestra a 
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4000rpm x 25min. Se tomaron 2ml del sobrenadante y se mezclaron con 2mL de 

acetonitrilo (concentración teórica 59.5µg/mL). Se leyó la absorbancia de la mezcla a 

280nm con un espectrofotómetro Jenway 7305 tanto de la emulsión W/O con insulina y 

de la emulsión W/O con NaCl al 4%p/v. Con estos datos se calculó el porcentaje de 

recuperación.  

Cuadro 9 Preparación de la curva tipo para verificar ruptura de la emulsión agua en aceite 

 
Acetonitrilo 

 (mL) 

Insulina  

2.98mg/mL 

(mL) 

Concentración de 

Insulina 

 (µg/mL) 

Blanco 4 0 0 

1 3.6 0.4 29.8 

2 3.2 0.8 59.6 

3 2.8 1.2 89.4 

4 2.4 1.6 119.2 

5 2.0 2.0 149 

6 1.6 2.4 178.8 

 

Una vez corroborado que el acetonitrilo era capaz de romper la emulsión W/O y liberar 

la Fi contenida en los glóbulos internos de la emulsión W/O se procedió de la siguiente 

manera para extraer la Fi conteniendo insulina de las microcápsulas secas según lo 

reportado por Rocha-Selmi et al. (2013). Se pesaron alrededor de 0.3g de 

microcápsulas secas con una proporción material de pared/emulsión W/O 2:1 y 0.15g 

con una proporción material de pared/emulsión W/O 1:1 en tubos falcon. La muestras 

fueron rehidratadas utilizando 20mL de buffer de fosfatos pH 7.0 durante 24hrs en un 

agitador rotatorio Roto-Torque Cole Parmer 7637. Se añadieron 20mL de acetonitrilo a 

las muestras, se mezclaron con vortex por 1min y se centrifugaron a 4000rpm por 

15min. Finalmente se tomó una alícuota de 0.1mL del sobrenadante y se aforó a 50mL 

con buffer de fosfatos pH 7.0.  
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5.4.9.2 Cuantificación de la insulina bioactiva por la técnica de ELISA 

 

ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) es una técnica bioquímica utilizada 

principalmente en inmunología para detectar la presencia de un antígeno o anticuerpo 

en una muestra. Es un método útil y poderoso para detectar sustancias en el orden de 

ng/mL y pg/mL en una muestra. El principio básico de un ELISA es utilizar una enzima 

para detectar la unión de un antígeno (Ag) a un anticuerpo (Ab). La enzima convierte el 

sustrato incoloro a un producto colorido indicando la presencia de la unión Ag-Ab. Un 

ELISA puede ser utilizado para detectar un Ag o un Ab en una muestra, dependiendo 

del diseño de la prueba (Ma et al., 2006b). 

En el presente trabajo se utilizó un kit de ELISA para insulina humana en suero de 

Diagnostic Automation /Cortez Dignostics, Inc. No. Cat: 1606Z. Esta prueba requiere de 

tres reactivos esenciales para una valoración inmunoenzimométrica; un Ab con alta 

afinidad y especificidad en exceso, un Ab con una enzima conjugada e inmovilizada  

con diferente epitope de reconocimiento en exceso y un Ag nativo. En esta prueba, la 

inmovilización se lleva a cabo durante el procedimiento en la superficie del pozo de la 

microplaca a través de la interacción con estreptavidina fijada en la placa y un Ab de 

insulina monoclonal biotinilado (BtnAbM ) añadido de manera exógena. Al mezclar el 

BtnAbM, el Ab monoclonal de insulina conjugado con una enzima (EnzAbM) y un suero 

conteniendo el Ag nativo (insulina humana)  resulta una reacción entre el Ag nativo y los 

Ab’s sin competencia o impedimento estérico para formar un complejo sándwich 

soluble. Esta interacción se ilustra en la Figura 17. 

De manera simultánea, el complejo se deposita en el pozo a través de una reacción de 

alta afinidad entre la estreptavidina y el BtnAbM. Después de que se alcanza el equilibrio 

el EnzAbM no unido con el Ag se separa por decantación o aspiración. La actividad 

enzimática de la fracción de EnzAbM unido con el Ag es directamente proporcional a la 

cantidad de antígeno presente en la muestra por lo que se puede construir una curva de 

la actividad enzimática en función de la concentración de Ag y con esta evaluar la 

concentración de Ag en una muestra desconocida. Esta prueba es altamente específica 

ya que no presenta reacción cruzada con proinsulina, péptido C o glucagón.  
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Figura 17 Principio de la prueba de ELISA para insulina humana Diagnostic Automation /Cortez 
Diagnostics, Inc. No. Cat: 1606Z 

 

El procedimiento utilizado fue el siguiente:  

a) Antes de empezar el análisis se dejó alcanzar a todos los reactivos la temperatura 

ambiente (20-27°C).  

b) Se seleccionaron el número de placas conforme al número de muestras y se 

marcaron de acuerdo a los estándares y muestras a ser analizadas.  

c) Se adicionaron 50µL de cada estándar o muestra en los pozos asignados.  

d) Se adicionaron 100µL de la mezcla EnzAbM y BtnAbM a cada pozo.  

e) Se agitó ligeramente la microplaca para mezclar correctamente por 30s y se cubrió 

con una cubierta plástica.  

f) Se incubó la microplaca por 120min a temperatura ambiente (20-27°C).  
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g) Se descartó el contenido de la microplaca por decantación golpeando la placa sobre 

papel absorbente para secarla completamente.  

h) Se adicionaron 350µL de buffer de lavado, se decantó el contenido y se golpeó 

contra papel absorbente. Esta operación se repitió tres veces.  

i) Se adicionaron 100µL del sustrato a todos los pozos a intervalos de 20 s en cada 

pozo.  

j) La placa se incubó a temperatura ambiente por 15min efectivos en cada pozo.  

k) Se adicionaron 50µL de HCl 1 N a cada pozo para detener la reacción a intervalos de 

20 s para garantizar que la reacción se llevó a cabo durante el mismo tiempo en cada 

pozo.  

l) Se leyó la absorbancia en cada pozo a 450nm un lector de ELISA Biotek Modelo 

EL311. 

 

5.4.9.3 Actividad biológica residual de la insulina microencapsulada 

 

Para determinar la actividad biológica residual (BAr) de la insulina en las microcápsulas 

secas primeramente se evaluó las UI de insulina activa por gss en las microcápsulas 

secas como se muestra en la siguiente ecuación.  

 

       
  

   
  

      

             
 

Donde:  

D=Concentración de insulina leída directamente en la curva tipo (ng/mL) 

2000=Factor de dilución (mL2) 

a=Alícuota (mL)  

F=gss en la muestra húmeda (g) 

1000=Factor de conversión 1000ng equivalen a 1µg 
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34.7=Factor de conversión 34.7µg equivalen a 1UI 

  

La BAr se expresó como la relación de las UI de insulina activa por gss presente en la 

microcápsula (EFinal) después del secado por aspersión con respecto a las UI de 

insulina activa por gss utilizadas para producir las microcápsulas (EProducción), corregida 

con la EE como se muestra en la siguiente ecuación:  

 

    
      

              
     

Donde: 

BAr= Actividad biológica residual de la insulina (%) 

EFinal= UI insulina activa por gss después del secado por aspersión (UI/gss) 

EProducción= UI insulina activa por gss utilizadas para producir las microcápsulas (UI/gss) 

EE= Eficiencia de encapsulación (Fracción)  

 

 

5.4.10 Pruebas de solubilidad 

 

La solubilidad de las microcápsulas secas se determinó por un método gravimétrico, de 

acuerdo con Eastman y Moore (1984).  Se añadieron 0.8g de muestra a un tubo Falcon 

y 40mL de buffer de fosfatos pH = 7.0 o buffer KCl-HCl pH 2.0. Los tubos se agitaron en 

un Cole Parmer Roto Torque (Vernon Hills, IL, EE.UU.) durante 24h para asegurar la 

completa hidratación de las microcápsulas seguido por una centrifugación a 4000rpm 

durante 15min. Se desechó el sobrenadante y el material precipitado se mantuvo en el 

horno a 105°C hasta peso constante. Con este método, la cantidad de biopolímero que 

no coacerva queda en el sobrenadante junto con algunas microcápsulas coacervadas 

que son desechados al eliminar el sobrenadante. Entonces para evaluar la solubilidad 

real de las microcápsulas se debe tener en cuenta lo anterior. Por lo tanto la solubilidad 

se estimó de la siguiente manera: La masa de material recuperado se le restó a la masa 

de la muestra original corregida por él %RC y la solubilidad se calculó y se expresó 
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como el porcentaje de microcápsulas solubilizadas con respecto a la masa original de 

las microcápsulas utilizadas para el análisis corregida por él %RC como se ilustra en la 

siguiente ecuación: 

 

             
                              

                           
 

 

Donde: 

               = Masa de biopolímeros coacervados 

         = Masa de la emulsión W/O en los coacervados 

 

Por lo tanto el termino                           es la masa de la muestra 

húmeda que realmente coacervó. 

ms=masa de la muestra seca obtenida después del análisis de solubilidad (gss) 

mh= masa de la muestra húmeda utilizada para el análisis de solubilidad (gTot) 

Xh=fracción de humedad de la muestra húmeda (gH2O/gTot), el término        tiene 

las unidades de gss/gTot 

A=Fracción de biopolímeros de acuerdo a la relación material de pared/emulsión W/O 

0.666 para la relación 2:1 y 0.5 para la relación 1:1. 

B=Fracción emulsión W/O de acuerdo a la relación material de pared/emulsión W/O 

0.333 para la relación 2:1 y 0.5 para la relación 1:1. 

 

5.4.11 Evaluación del efecto protector de la microcápsula in vitro a valores de 

pH gastrointestinal 

 

El objetivo primordial de las microcápsulas desarrolladas es el proteger a la insulina en 

el estómago y asegurarse de que llegue al intestino en una forma biológicamente 

activa. Una vez en intestino se pretende que la emulsión W/O que contiene en su Fi 

insulina sea absorbida en el intestino acarreando a la insulina que lleva dentro. Para 

evaluar el efecto protector de las microcápsulas desarrolladas se pesaron alrededor de 
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0.2g del polvo obtenido en un tubo Falcon y se suspendieron en 20mL de buffer KCl-

HCl pH 2.0. Se incubaron por 2h a 37°C bajo agitación en un agitador Dual Shaker. Al 

término de este período de agitación se ajustó el pH de la mezcla a 7.0 con 500µL de 

NaOH 1M. Finalmente se incubaron durante 4h a 37°C, simulando de esta forma su 

tránsito por el tracto digestivo. Posteriormente se le adicionó a la mezcla 20mL de 

acetonitrilo para romper la emulsión W/O y se centrifugó la muestra 4000rpm por 15 

min. Se tomaron 50µL de la muestra y se aforaron a 50mL usando buffer de fosfatos pH 

= 7.0. Al mismo tiempo se corrió un testigo con insulina activa sin encapsular, para lo 

cual se colocaron 40µL de la solución de insulina preparada como se describe en la 

sección 5.3.3.6 en 20 mL de buffer KCl-HCl pH 2.0 y se siguió el mismo tratamiento 

hasta la adición de acetonitrilo. Se tomaron 50µL de la muestra y se aforaron a 50mL 

usando buffer de fosfatos pH = 7.0. La cantidad de insulina bioactiva se evaluó con la 

técnica de ELISA descrita anteriormente. La prueba se llevó a cabo únicamente para la 

formulación con la relación material de pared:emulsión W/O 1:1 ya que esta formulación 

resultó con mayor cantidad  insulina por gramo de sólido seco con respecto a la de la 

formulación con material de pared:emulsión W/O 2:1.  

El efecto protector se expresó como la relación de las UI de insulina activa por gss 

calculado después del paso por el tracto digestivo simulado con respecto a las UI de 

insulina activa por gss utilizadas en la preparación de las microcápsulas y corregida por 

la BAr evaluada en el punto 5.3.9.3., tal y como se muestra en la siguiente ecuación:  

 

                 
      

               
     

 

Donde: 

BAr= Actividad biológica residual de la insulina (%) 

FFinal= UI insulina activa por gss después del tiempo de incubación (UI /gss) 

FProducción= UI insulina activa por gss utilizadas para producir las microcápsulas (UI /gss) 
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5.4.12 Análisis Estadístico 

 

Los experimentos fueron realizados por triplicado y se expresaron como el promedio ± 

la desviación estándar además de realizar un análisis de varianza (ANOVA) utilizando 

la prueba de Tukey para establecer diferencias estadísticamente significativas entre las 

medias. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Preparación de la emulsión agua en aceite 

 

La estabilidad de la emulsión agua en aceite W/O por sus siglas en inglés “water in oil” 

es muy importante para el desarrollo de emulsiones dobles agua en aceite en agua  

W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water” estables (Okochi and Nakano, 

1997), por tal motivo se llevó a cabo una prueba de estabilidad de la emulsión W/O a 

las tres proporciones propuestas en el desarrollo experimental. El Cuadro 10 muestra la 

variación de tamaño de glóbulo de la emulsión W/O conteniendo 2, 4, 6, 8 y 10%p/p de 

polirricinoleato de poliglicerilo PGPR por sus siglas en inglés “Polyglycerol 

polyricinoleate” en la fase oleosa en función del tiempo para las tres proporciones fase 

acuosa interna:fase oleosa  (Fi:FO) utilizadas. Se observa en este cuadro que para la 

proporción Fi:FO 1:4 no existen cambios significativos en el tamaño del glóbulo desde 4 

al 10% de PGPR con respecto al tiempo, pero si existe un aumento en el tamaño del 

glóbulo al 2% de PGPR sugiriendo una menor estabilidad. También se observa que 

conforme aumenta la Fi, esto es en las proporciones Fi:FO 1:3 y 1:2 disminuye la 

estabilidad de la emulsión W/O observándose separación de fases a los 120 días para 

una concentración de 2% de PGPR y 150 días para una concentración de 4% y 6% de 

PGPR. En cuanto a las concentraciones del 8 y 10% de PGPR en la fase oleosa 

después de 120 días no se observaron cambios significativos en el tamaño del glóbulo 

concordando con los resultados publicados por Bonnet et al., (2009). La estabilidad de 

la emulsión W/O es de gran importancia sobre todo si se requiere una vida larga de 

anaquel del producto desarrollado, por lo que para lograr emulsiones W/O estables se 

deberá trabajar con concentraciones entre 8 y 10% de PGPR en la FO. En el presente 

trabajo se eligió utilizar una concentración de PGPR del 8% ya que la emulsión W/O 

resultó ser estable hasta por 3 meses y siempre será deseable trabajar con la mínima 

concentración de emulsificante posible.  

La microestructura de la emulsión W/O se puede observar en la Figura 18. En esta 

figura se puede apreciar como la Fi se encuentra dispersa en la FO conteniendo 8%p/p 

PGPR.  
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Cuadro 10 Estabilidad de la emulsión agua en aceite 

Fi:FO 
PGPR   

(%p/p) 
Tamaño del glóbulo (nm) en función del tiempo (días) 

  0 30 60 90 120 150 

1:4 

2 671±15 682±23 685±35 690±10 710±18 723±14 

4 689±25 690±32 685±44 691±21 678±45 682±27 

6 660±16 672±23 658±34 683±41 658±10 644±24 

8 665±06 670±26 675±32 662±18 645±29 660±36 

10 675±20 665±22 664±32 654±35 668±16 670±26 

1:3 

2 732±27 744±25 790±10 840±12 
Separación 

de fases 
- 

4 729±32 734±23 742±36 780±12 795±15 
Separación 

de fases 

6 744±45 732±25 752±14 743±41 742±13 
Separación 

de fases 

8 721±25 715±35 712±32 704±36 710±15 729±16 

10 732±18 744±19 730±32 721±28 739±33 742±38 

1:2 

2 716±45 745±26 788±25 830±16 
Separación 

de fases 
- 

4 723±32 734±22 745±12 750±21 780±38 
Separación 

de fases 

6 754±65 764±55 732±42 742±25 733±13 
Separación 

de fases 

8 774±37 765±17 769±29 778±23 780±31 772±31 

10 744±42 732±22 742±53 753±12 735±22 755±29  

 

La Figura 19 muestra la distribución de tamaño de glóbulo de las emulsiones W/O 

preparadas con aceite de soya y PGPR  al 8% p/p para las proporciones Fi:FO 1:4, 1:3 

y 1:2 al final del periodo de agitación a 5000rpm. En esta figura se aprecia que las 

emulsiones W/O con proporciones Fi:FO 1:2 y 1:3 tuvieron una distribución de tamaño 

muy similar con un diámetro medio de alrededor de 774±37nm and 721±25nm 

respectivamente, mientras que la emulsión con una proporción Fi:FO 1:4 presentó una 

distribución muy similar con un tamaño promedio menor de alrededor de 665±6nm. 

Éstos valores son similares a los reportados por Mun et al. (2010) para emulsiones W/O 

utilizando PGPR y aceite de soya en la fase continua y Matos et al. (2014) para 

emulsiones W/O utilizando PGPR y Miglyol 812 como fase continua.  
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Figura 18 Microestructura de la emulsión agua en aceite proporción fase acuosa interna:fase 
oleosa  1:4, polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p 

 

 

Figura 19 Distribución de tamaño de partícula de la emulsión agua en aceite a distintas 
proporciones fase acuosa interna:fase oleosa con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo 

 

6.2 Preparación de la emulsión doble agua aceite en agua y eficiencia de 

encapsulación 

 

Durante la preparación de las emulsiones dobles W/O/W la segunda etapa de 

homogenización es muy importante. Una agitación excesiva puede ocasionar le ruptura 
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de los glóbulos internos formando emulsiones simples del tipo aceite en agua o agua en 

aeite (Khan et al., 2006). Por tal motivo, se utilizó una solución de NaCl 4%p/p con 

glicerol 15%p/p como indicador en la Fi para optimizar las condiciones de 

homogenización para obtener la máxima eficiencia de encapsulación (EE).  

El Cuadro 11 muestra los valores obtenidos de conductividad de la solución de proteína 

aislada de suero de leche WPI por sus siglas en ingles “Whey protein isolate” al 10%p/v 

y del agua destilada. Se observa que el WPI incrementó la conductividad del agua 

destilada, debido a las sales que contiene la materia prima.  

Cuadro 11 Valores de conductividad de la fase acuosa externa asilado de proteína de suero de 
leche 10%p/v y del agua destilada 

 

 

 

La Figura 20 muestra las curvas de calibración obtenidas para la determinación de las 

eficiencias de encapsulación para los sistemas de emulsión doble W/O/W  a partir de 

una emulsión W/O con proporciones 1:2, 1:3 y 1:4 de Fi:FO y con proporciones 

WPI/emulsión W/O 0.66:1, 1:1 y 1.33:1. En todos los casos se puede observar una 

relación lineal de la EE con la conductividad del sistema. Al medir la conductividad de la 

emulsión doble W/O/W, en realidad se está midiendo la conductividad de la fase acuosa 

externa. 

Estas curvas fueron utilizadas para optimizar las condiciones de preparación de la 

emulsión doble W/O/W a distintas velocidades de homogenización. La Figura 21 

muestra las eficiencias de encapsulación para una relación WPI/emulsión W/O 1:1, 

Fi:FO 1:3 con 8%p/p PGPR en función del tiempo de mezclado a tres velocidades de 

homogenización diferentes (5000, 10000 y 15000rpm). 

Sustancia Conductividad (µS) 

WPI 10% p/v 3090±21.6 

Agua Destilada 5.2± 0.92 
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Figura 20 Curvas de calibración para determinar la eficiencia de encapsulación en una 
emulsión doble agua aceite en agua a partir de una emulsión agua en aceite con proporciones 

fase acuosa interna:fase oleosa 1:2, 1:3 y 1:4 
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En esta figura se observa claramente que el esfuerzo de corte afecta directamente la 

integridad de la emulsión doble W/O/W manteniendo su estructura durante mayor 

tiempo a una velocidad de homogenización de 5000rpm y rompiéndose más 

rápidamente a velocidades de homogenización de 15000rpm.  

 

.  

 

 

 

 

 

 

Figura 21 Eficiencia de encapsulación de la emulsión doble agua aceite en agua con relación 
aislado de proteína de suero de leche:emulsión agua en aceite 1:1, Fase acuosa interna:fase 

oleosa 1:3 con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo en función del tiempo a distintas 
velocidades de homogenización 

 

La caída en la eficiencia de encapsulación se origina por la ruptura de los pequeños 

glóbulos de Fi y la liberación de NaCl de la Fi hacia la fase acuosa externa durante la 

homogenización.  

 

La Figura 22 muestra que a una velocidad de homogenización de 5000rpm por 2min 

(EE de 95.4±1.4%, Figura 21) la distribución del tamaño del glóbulo resultó ser 

polidispersa con tres picos a 12, 20 y 40µm, mientras que a velocidades de 10000 y 

15000rpm por 1min (eficiencias de encapsulación de 96.6±0.76 y 99.4±0.32% 

respectivamente Figura 21) la distribución del tamaño del glóbulo resultó ser mas 

angosta con solo dos picos a 13 y 20µm. Ésta distribución bimodal ya ha sido reportada 

previamente por Weiss and Muschiolik (2007), Mun et al. (2010) y Benichou et al. 

(2007), para emulsiones dobles W/O/W. Los resultados de la Figura 21 y Figura 22 
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sugieren que para la obtención de emulsiones dobles W/O/W con altas eficiencias de 

encapsulación y con el menor tamaño de partícula posible es necesario considerar 

tanto la velocidad de homogenización como el tiempo de mezclado. Puesto que 

siempre es deseable tener la distribución de tamaño lo más estrecha posible, para los 

siguientes experimentos se utilizó la homogenización a 15000rpm por 1min.  

 

 

 

Figura 22 Distribución de tamaño de glóbulo de la emulsión doble agua aceite en agua con 
relación asilado de proteína de suero de leche/emulsión agua en aceite 1:1, Fase acuosa 
interna/fase oleosa 1:3 con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo a diferentes tiempos y 

velocidades de homogenización 

 

La morfología de la emulsión doble W/O/W obtenida se muestra en la Figura 23 donde  

puede apreciarse claramente la estructura típica de este tipo de emulsiones (glóbulos 

de una FO con glóbulos más pequeños de la Fi dispersos en ella). Esta imagen también 

confirma la distribución bimodal ya que pueden observarse dos poblaciones principales 

de glóbulos de alrededor de 10 y 20µm. 

El Cuadro 12 muestra las eficiencias de encapsulación de acuerdo a lo planteado en la 

sección 5.2.2.1.  En este cuadro se aprecia que para las proporciones Fi:FO 1:3 y 1:4 
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no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la EE para las tres 

proporciones WPI/emulsión W/O utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 Microfotografías obtenidas por microscopia óptica de la emulsión doble agua aceite 
en agua con polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p en la fase oleosa proporción fase acuosa 
interna:fase oleosa 1:3 con una proporción aislado de proteína de suero de leche: emulsión 

agua en aceite 1:1 

 

Cuadro 12 Eficiencias de encapsulación a distintas proporciones fase acuosa interna:fase 
oleosa y a distintas proporciones aislado de proteína de suero de leche:emulsión agua en aceite 

Los valores medios con letras distintas difieren significativamente (p <0.05). 

 

Fi:FO WPI:Emulsión W/O 

 0.66:1 1:1 1.33:1 

1:4 98.5±0.63a 98.2±2.4a 98.8±0.91a 

1:3 99.0±0.14a 95.9±0.84a 99.3±0.28a 

1:2 88.7±0.99b 87.4±1.13b 89.5±1.13b 
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Sin embargo para la proporción Fi:FO 1:2 se encontró una reducción estadísticamente 

significativa de alrededor del 10% en la EE para las tres proporciones WPI/Emulsión 

W/O utilizadas. 

Estos resultados sugieren que la proporción WPI/Emulsión W/O no tiene ningún efecto 

sobre la EE a diferencia de la proporción Fi:FO que a mayor cantidad de Fi en la FO 

disminuye la EE. Esta situación se debe a que al dispersar una mayor cantidad de Fi en 

la FO la película interfacial que se crea es más débil, por lo tanto durante la 

homogenización en la segunda etapa de preparación de la emulsión doble W/O/W una 

mayor cantidad de Fi se libera hacia la fase acuosa externa. Aunque para la 

proporciones Fi:FO 1:3 y 1:4 se obtuvo una mayor EE, se utilizó la proporción Fi:FO 1:2 

para los siguientes experimentos ya que se puede cargar una mayor cantidad de Fi en 

la FO con solo un 10% de pérdida en la EE. Las eficiencias de encapsulación de las 

emulsiones dobles W/O/W coinciden con las reportadas por Mun et al., (2010), Cunha 

et al., (1997a), Cournarie et al., (2004a) y  Shima et al., (2006) en emulsiones dobles 

W/O/W utilizando distintos surfactantes en la fase acuosa externa, quienes reportaron 

valores superiores al 90% de encapsulación 

 

6.3 Evaluación de potencial Z y rendimiento de coacervación 

 

La coacervación es una interacción basada en la atracción que ocurre en mezclas de 

biopolímeros con cargas opuestas, formando coacervados los cuales precipitan debido 

a la repulsión del disolvente formando dos fases: una rica en coacervado y otra rica en 

disolvente (Gouin, 2004). La relación de biopolímeros en la mezcla es una variable 

crítica para controlar el balance de cargas en el sistema (Ye, 2008). Por lo tanto para 

promover la coacervación de manera eficiente (la máxima atracción posible entre los 

biopolímeros) se evaluó el potencial Z en función del pH tanto para los biopolímeros 

individuales como  para mezclas binarias con proporciones WPI:polisacárido de 1:1, 2:1 

y 3:1 con el objetivo de encontrar el valor de pH donde la mezcla binaria presenta un 

valor de potencial Z=0 (máxima diferencia estequiométrica de cargas). 
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Como puede apreciarse en las Figura 24Figura 25Figura 26Figura 27 el punto 

isoeléctrico del WPI es de alrededor de 4.3 el cual es muy similar al reportado por Klein 

et al. (2010). También se observa que el WPI se carga positivamente por debajo de su 

PI y negativamente por arriba de su PI. Por otro lado la carboximetilcelulosa CMC 

(Figura 24), el alginato de sodio SA (Figura 25) y el ácido poliacrílico PAA (Figura 26) se 

cargaron negativamente en todo el intervalo de pH estudiado mientras que el quitosano 

CHIT (Figura 27) se cargó positivamente en todo el intervalo de pH estudiado 

denotando su carácter catiónico.  

Con estos resultados fue posible predecir la región más apropiada para la formación de 

complejos electrostáticos entre el WPI y los polisacáridos estudiados las cuales fueron 

entre pH 6 y pH 8 para el sistema WPI/CHIT y entre pH 2 y pH 3.5 para los sistemas 

WPI/PAA, WPI/CMC y WPI/SA ya que en estas regiones la carga neta de los 

biopolímeros es opuesta.  

 

 

Figura 24 Potencial Z en función del pH para el sistema aislado de proteína de suero de 
leche/carboximetilcelulosa 
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Figura 25 Potencial Z en función del pH para el sistema aislado de proteína de suero de 
leche/alginato de sodio 

 

Figura 26 Potencial Z en función del pH para el sistema aislado de proteína de suero de 
leche/ácido poliacrílico 
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Figura 27 Potencial Z en función del pH para el sistema aislado de proteína de suero de 
leche/quitosano 

 

El valor de pH donde existe la máxima diferencia estequiométrica de cargas se 

determinó identificando el punto de potencial Z=0 de las mezclas binarias a distintas 

proporciones WPI:polisacárido (1:1, 2:1 y 3:1) que es el valor de pH al cual el complejo 

insoluble precipitó. Se encontró que el valor de pH de la máxima diferencia 

estequiométrica de cargas depende de la proporción WPI:polisacárido. Mientras más 

WPI contenía la mezcla binaria el valor de pH de máxima diferencia estequiométrica de 

cargas resultó estar más cerca del PI del WPI; esto puede observarse en las figura 23-

26. El Cuadro 13 muestra los valores de pH al cual se encontró el pH de coacervación 

(Potencial Z=0) de las muestras binarias. Como se observa en el Cuadro 13 la máxima 

atracción electrostática entre los dos polímeros se llevó a cabo en la región alcalina 

para el sistema WPI/CHIT y en la región ácida en los sistemas WPI/PAA, WPI/SA y 

WPI/CMC.  
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Cuadro 13 Valores de pH donde existe la máxima atracción electrostática entre biopolímeros de 
los sistemas seleccionados 

Sistema 
Proporción 

WPI/polisacárido 

pH de máxima 

atracción 

electrostática 

WPI/CMC 

1:1 2.0 

2:1 2.5 

3.1 3.5 

WPI/SA 

1:1 2.0 

2:1 2.5 

3.1 3.5 

WPI/PAA 

1:1 3.5 

2:1 2.5 

3.1 3.2 

WPI/CHIT 

1:1 7.8 

2:1 7.5 

3.1 7.2 

 

Con base en esta información se tomó la decisión de que polisacáridos utilizar para la 

coacervación de la emulsión doble W/O/W. El objetivo de la microcápsula desarrollada 

es que proteja a la insulina  a valores de pH del estómago (pH=2.0) y libere a la insulina 

en el intestino (pH 7.0). De acuerdo a los resultados el pH de máxima atracción 

electrostática del sistema WPI/CHIT para la proporción WPI/CHIT 2:1 fue 7.5. Es decir a 

valores de pH estomacales la microcápsula desarrollada se disolvería completamente y 

dejaría a la emulsión W/O con la insulina expuesta al medio gástrico intestinal y a la 

pepsina presente en este medio. Por tal motivo se descartó este polisacárido para la 

preparación de las microcápsulas. 

Los sistemas seleccionados fueron el WPI/CMC y el WPI/SA por presentar la máxima 

atracción electrostática a pH= 2.5 por lo que se espera que las microcápsulas 

preparadas con estos sistemas protejan a la insulina en las condiciones ácidas del 

estómago y se disuelvan en el intestino mejorando su biodisponibilidad relativa.  El 

sistema WPI/PAA fue descartado por que aunque su máxima atracción electrostática 
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fue a un pH de 3.0, el PAA forma geles a muy bajas concentraciones (0.5%p/v) 

aumentando enormemente la viscosidad del sistema y haciendo difícil su manejo. 

Se estudió el rendimiento de coacervación (%RC) en función del pH y de la proporción 

WPI:polisacárido (1:1, 2:1, 3:1) en los sistemas seleccionados. Los valores de pH 

estudiados fueron 2, 2.5, 3.0 y 3.5. El máximo %RC para el sistema WPI-CMC para las 

proporciones WPI:CMC 2:1 y 3:1 (91.1±0.67% y 84.4±0.14%) se obtuvo a valores de pH 

de 2.5 y 3.0 respectivamente (Figura 28). No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas cuando se llevó a cabo la coacervación en estas 

condiciones. En cambio el %RC resultó ser muy bajo a una proporción WPI:CMC 1:1 a 

valores de pH de 2.5 y 3.0 (31.7±0.47% y 14.7±0.48% respectivamente). 

 

Figura 28 Rendimiento de coacervación del sistema aislado de proteína de suero de 
leche/carboximetilcelulosa. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente    

(p <0.05) 

 

Un comportamiento distinto se observó para el sistema WPI:SA donde los más altos 

%RC´s (78.9±1.32%, 79.2±2.52% , 78.6±0.83% y 78.6±0.33%) se obtuvieron para las 

proporciones CMC-SA de 2:1 (pH=2.5), 3:1 (pH=2.5), 3:1 (pH=3.0) y 3:1 (pH=3.5) 

respectivamente (Figura 29). Cuando la coacervación se llevó a cabo a una proporción 
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WPI:SA 1:1 el %RC resultó ser estadísticamente más bajo a valores de pH 2.5 

(66.4±4.4%) pero significativamente mayor que para el sistema WPI-CMC al mismo 

valor de pH. 

La cantidad de coacervado formado está relacionada con el número de grupos 

cargados de forma opuesta tanto en el WPI como en la CMC y el SA en las condiciones 

experimentales. A una proporción WPI:polisacárido 1:1, los grupos negativos ya sea de 

la CMC o el SA están en exceso por el mayor tamaño de las moléculas de CMC y SA 

con respecto al WPI. 

 

Figura 29 Rendimiento de coacervación del sistema aislado de proteína de suero de 
leche/alginato de sodio. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente 

 (p <0.05) 

 

Finalmente, el %RC también fue evaluado en función de la concentración total de 

biopolímeros (WPI+CMC o WPI+SA) en solución 1% y 2% (Figura 30) a un pH de 2.5.  

Para el sistema WPI-CMC no se encontró diferencia estadísticamente significativa 

(p<0.05) en él %RC entre el 1 y 2% de sólidos totales (89.9±3.35% y 91.18±1.5% 

respectivamente), y al contrario para el sistema WPI-SA se encontró un %RC 

significativamente mayor al 2% de sólidos totales (91.1±1.5%) con respecto al 1% de 

sólidos totales (78.9±1.32%). Por tal motivo se seleccionó trabajar al 2% de sólidos 
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totales para los siguientes experimentos con el objetivo de tener soluciones más 

concentradas en el proceso de secado.  

 

 

Figura 30 Rendimiento de coacervación del sistema aislado de proteína de suero de 
leche/carboximetilcelulosa y aislado de proteína de suero de leche/alginato de sodio al 1 y 2% 

de sólidos totales pH 2.5 Los valores medios con letras distintas difieren significativamente 

 (p <0.05) 
 

 

6.4 Coacervación de la emulsión doble agua en aceite en agua 

 

La coacervación de la emulsión doble W/O/W se llevó a cabo como se indicó en la 

sección 5.2.3.4. El Cuadro 14 resume las mejores condiciones de coacervación de las 

emulsiones dobles W/O/W obtenidas de los resultados previos. Por lo tanto para los 

siguientes experimentos se utilizaron estos parámetros.  

En el Cuadro 15 se observa una formulación típica de la coacervación de las 

emulsiones dobles W/O/W para las proporciones material pared/Emulsión W/O 

planteadas de acuerdo al cuadro 14. El pH de la mezcla resultó de 6.5±0.2 para las 

microcápsulas coacervadas con CMC y 6.6±0.2 para las microcápsulas coacervadas 

con SA. Una vez que el pH de las mezclas se redujo al pH de máxima diferencia 

estequiométrica de cargas (pH=2.5 tanto para la CMC como para el SA) se observó la 

separación de fases entre el disolvente y la fase rica en biopolímeros como se muestra 
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en la Figura 31 después de 24 hrs de reposo confirmando que la coacervación se llevó 

a cabo de manera correcta. 

Cuadro 14 Parámetros para la coacervación de emulsiones dobles agua en aceite en agua 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 15 Formulación típica para la coacervación de las emulsiones dobles agua en aceite en 
agua 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado se llevó a cabo el análisis por microscopia óptica de la emulsión doble 

W/O/W coacervada para corroborar que conservó su estructura intacta. La Figura 32a 

muestra las microcápsulas coacervadas del sistema WPI/CMC donde se aprecia 

claramente la estructura de la emulsión doble W/O/W (pequeños glóbulos dentro de un 

glóbulo mayor). Además en la Figura 32b se aprecian los cúmulos amorfos por la 

Parámetro Valor 

Fi:FO 1:2 

WPI:Emulsión W/O 1.33:1, 0.66:1 

Material pared:Emulsión W/O 1:1, 2.1 

WPI:polisacárido 2:1 

CMC, SA 1% p/v 

WPI 10% p/v 

Concentración Total de Biopolímeros 2% 

 Material Pared/Emulsión W/O 

 1:1 2:1 

aEmulsión W/O Fi:FO 1:2 (g) 18 9 

bWPI 10% p/v (g) 120 120 

a+bEmulsión doble W/O/W (g) 138 129 

cCMC o SA 1%p/v (g) 600 600 

a+b+cMasa Total (g) 738 729 
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ausencia de cargas de repulsión en la superficie confirmándose por este medio que la 

coacervación se llevó a cabo de forma correcta.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 Separación de fases después de la coacervación del sistema aislado de proteína de 
suero de leche/carboximetilcelulosa y aislado de proteína de suero de leche/alginato de sodio 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 Emulsión doble coacervada del sistema aislado de proteína de suero de 
leche/carboximetilcelulosa material de pared:emulsión agua en aceite 1:1 (a:400x, b:100x) 

 

De igual forma la Figura 33a muestra las microcápsulas coacervadas del sistema 

WPI/SA donde al igual que el sistema WPI/CMC se observa la estructura de la doble 
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emulsión y en la Figura 33b se aprecia como las microcápsulas tienden a agruparse 

formando cúmulos amorfos por la ausencia de cargas de repulsión en la superficie 

confirmándose por este medio que la coacervación se llevó a cabo de forma correcta.  

 

6.5 Secado por aspersión de la emulsión doble agua en aceite en agua 

coacervada 

 

Una de las principales reticencias para utilizar el secado por aspersión para la 

producción de formulaciones de proteínas o péptidos, es si las proteínas termolábiles 

pueden resistir la desnaturalización por efecto del aire caliente (Ameri y Maa, 2006). 

Esto se explica con un principio fisicoquímico sencillo. Durante la primera fase de 

secado la superficie de la gota se mantiene saturada de humedad por lo que la 

temperatura de la superficie de la gota se mantiene a la temperatura de bulbo húmedo 

del aire de secado que es significativamente menor que la Te.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33 Emulsión doble coacervada del sistema aislado de proteína de suero de 
leche/alginato de sodio material de pared:emulsión agua en aceite 1:1 (a:400x, b:100x) 

 

El calor del aire de secado se emplea para evaporar el agua de la superficie de la gota. 

Conforme avanza el secado, la temperatura de la gota comienza a subir y se aproxima 
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a la Ts ya que la difusión del agua a la superficie de la gota no puede mantener 

saturada de humedad la superficie. En el caso del secado de emulsiones dobles 

W/O/W, la insulina que contiene la emulsión W/O nunca alcanza la Ts por estar dentro 

de los glóbulos de aceite. 

Las dos preocupaciones principales en el secado por aspersión de las emulsiones 

dobles W/O/W coacervadas eran si las microcápsulas iban a mantener su 

microestructura intacta y la cantidad de insulina que iba a permanecer bioactiva 

después de secado por aspersión, lo cual se presente a continuación.  

 

6.5.1 Integridad de las microcápsulas coacervadas después del secado 

 

Con respecto a la integridad de las microcápsulas coacervadas después del secado por 

aspersión la Figura 34 muestra la microfotografía de una emulsión doble W/O/W 

rehidratada en buffer de fosfatos pH 7.0 En esta figura se aprecia claramente que la 

estructura de la emulsión doble W/O/W después del secado por aspersión se mantiene 

intacta. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 Morfología de la emulsión doble agua en aceite en agua coacervada después del 
secado por aspersión  (180/70°C) y rehidratada en buffer de fosfatos pH 7.0. Sistema aislado de 

proteína de suero de leche/alginato de sodio. Material pared:emulsión agua en aceite 1:1 
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6.5.2 Morfología de los coacervados por microscopia electrónica de barrido  

 

La Figura 35 muestra las microfotografías tomadas con microscopia electrónica de 

barrido (SEM) de la emulsión doble W/O/W coacervada después del secado por 

aspersión (180/70°C) del sistema WPI-CMC con una relación material pared:emulsión 

W/O 1:1. En general se observan partículas esféricas con una superficie de rugosidad 

variable. En la mayoría de las partículas se observan abolladuras y una superficie 

cóncava que es clásica en el encogimiento en las partículas secadas por aspersión 

(Gallardo et al., 2013). En la Figura 35 a, b y c se observa como estas microcápsulas 

tienden a aglomerarse formando cúmulos de mayor tamaño. Esta aglomeración puede 

atribuirse a la ausencia de cargas repulsivas en la superficie por el coacervado 

formado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 Microfotografía obtenida por microscopia electrónica de barrido de la emulsión doble 
agua en aceite en agua coacervada después del secado por aspersión (180/70°C) a diferentes 

aumentos (a:650X, b:800X, c:1,300X y d:2000X) Sistema aislado de proteína de suero de 
leche/carboximetilcelulosa. Material pared:emulsión agua en aceite 1:1 
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La Figura 36 muestra las microfotografías tomadas con microscopia electrónica de 

barrido (SEM) de la emulsión doble W/O/W coacervada después del secado por 

aspersión (180/70°C) del sistema WPI-SA con una relación material pared:emulsión 

W/O 1:1. Al igual que con la CMC, se observan partículas esféricas con una superficie 

de rugosidad variable y encogimiento de las mismas. En la Figura 36 a y b se observa 

claramente como estas microcápsulas tienden a agruparse por la ausencia de cargas 

en la superficie de las mismas formando cúmulos de mayor tamaño que las partículas 

individuales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 Microfotografía obtenida por microscopia electrónica de barrido de la emulsión doble 
agua en aceite en agua coacervada después del secado por aspersión (180/70°C) a diferentes 

aumentos (a1000X, b3000X, c:1000X y d:1500X) Sistema aislado de proteína de suero de 
leche/alginato de sodio. Material pared:emulsión agua en aceite 1:1 

 

Esta morfología ya ha sido reportada anteriormente por Wang et al. (2013) quienes 

utilizaron WPI y maltodextrina como material de pared en la microencapsulación por 

secado por aspersión de salsa de soya; por Bylaitë et al. (2001) quienes encapsularon 

aceite de comino en una matriz de proteínas suero de leche y maltodextrina y por Botrel 
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et al. (2014) quienes encapsularon aceite de pescado en una matriz de WPI y 

maltodextrina. Esta morfología se atribuye a la presencia del WPI asociada con un 

carbohidrato en la superficie de la microcápsula y a la velocidad de secado. De acuerdo 

con Ré (1998), las abolladuras pueden asociarse a un encogimiento ocasionado por un 

colapso de las gotas asperjadas durante las primeras etapas de secado. Finalmente en 

ambos casos se observa una población polidispersa de los tamaños de partícula.  

 

6.5.3 Tamaño de partícula de la emulsión doble agua en aceite en agua 

coacervada después del secado por aspersión 

 

La Figura 37 muestra la distribución del tamaño de partícula de la emulsión doble 

W/O/W coacervada, después del secado por aspersión para los sistemas WPI-CMC y 

WPI-SA. En la Figura 37 se puede observar que la distribución del tamaño de partícula 

es polidispersa para ambos sistemas debido a los cúmulos de partículas observadas en 

las Figura 36 y Para las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-CMC se 

encontraron tres poblaciones principales (10, 22, y 40µm) aproximadamente mientras 

que para las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-SA se encontró una 

distribución bimodal con picos en 10 y 28µm aproximadamente. No se encontró 

diferencia estadísticamente significativa en el diámetro de esfera equivalente (D4,3), 

aunque el diámetro sauter medio (D3,2) resultó ligeramente mayor para las 

microcápsulas preparadas con el sistema WPI-SA (14.2±0.11µm) con respecto a las 

preparadas con el  sistema WPI-CMC (13.2±0.05µm). 

Comparando las distribuciones de la Figura 37 con los de la Figura 22 a 15000rpm por 

1min (emulsión doble W/O/W antes de coacervar) se observan partículas de mayor 

tamaño después del secado por aspersión. Esto puede explicarse debido a que las 

partículas tienden a aglomerarse por la ausencia de cargas repulsivas en la superficie 

de la misma. No existen reportes en la literatura del tamaño de partícula de emulsiones 

dobles (W/O/W) coacervadas y secadas por aspersión, por lo que no puede realizarse 

comparación alguna.  
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Figura 37 Distribución del tamaño de partícula de la emulsión doble agua en aceite en agua 
coacervada, después del secado por aspersión  (180/70°C) Sistema aislado de proteína de 
suero de leche/arboimetilcelulosa y aislado de proteína de suero de leche/alginato de sodio. 

Material pared:emulsión agua en aceite 1:1 

 

 

6.5.4 Extracción de la fase acuosa interna con acetonitrilo  

 

Para evaluar BAr de la insulina, fue necesario extraer la insulina de la Fi de la emulsión 

W/O para su cuantificación. Esto se hizo como se indicó en la sección 5.3.7.1. La Figura 

38 muestra la curva de calibración de la insulina en acetonitrilo obtenida a 280nm en la 

región UV del espectro. 

El Cuadro 16 muestra el cálculo de la concentración de insulina de muestras de 

concentración conocida extraídas con acetonitrilo para validar la técnica de extracción 

utilizada. Como puede apreciarse los valores obtenidos fueron muy cercanos al valor 

real conocido (92.1-93.1%). Por lo que puede afirmarse que el acetonitrilo fue capaz de 

romper la emulsión W/O y la insulina de la Fi se disolvió en el acetonitrilo.  
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Figura 38 Curva de calibración insulina en acetonitrilo a 280nm 

 

Cuadro 16 Cálculo de concentración insulina en acetonitrilo 
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Insulina (µg/ml) 

 Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 

Abs 280 nm en Extracto de muestra 

sin insulina 

0.336 0.327 0.328 

Abs 280 nm en Extracto de muestra 

con  insulina 

0.695 0.688 0.690 

Diferencia 0.359 0.361 0.361 

Concentración calculada (µg/mL) 54.3 55.1 55.4 

Concentración real (µg/mL) 59.5 59.5 59.5 

%Recuperación (90-110%) 92.1 92.6 93.1 
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6.5.5 Bioactividad residual de la insulina después del secado 

 

Para medir la bioactividad residual (BAr) en el polvo secado por aspersión, se utilizó un 

inmunoensayo por la técnica de ELISA diseñado para medir insulina humana en suero. 

Este método fue seleccionado ya que es altamente sensible y especifico. No existe 

reacción cruzada con la proinsulina o péptido C cuyas estructuras son similares a la 

insulina, por lo tanto se puede evaluar la pérdida de la actividad biológica debido al 

rearreglo de la configuración tridimensional. La Figura 39 muestra la curva de 

calibración obtenida a 450nm con los estándares proporcionados por el fabricante del 

kit. En ella se aprecian los pozos con el color desarrollado y se observa que la 

intensidad de color es directamente proporcional a la concentración con una r2=0.995. 

Esta curva se muestra a manera de ejemplo ya que se repitió en cada ocasión que fue 

realizada la prueba para obtener resultados confiables. Se midió la concentración 

insulina en la Fi preparada como se mencionó en 5.3.3.5.1 siendo de 3.08±0.14mg/mL 

y la concentración insulina en la Fi preparada como se mencionó en 5.3.3.5.2 siendo de 

2.93±0.18mg/mL,lo que nuevamente demuestra la confiabilidad de la determinación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39 Curva de calibración insulina humana utilizando la técnica de ELISA 
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La Figura 40 muestra la BAr de la insulina dentro de las microcápsulas coacervadas 

después del proceso de secado por aspersión para las  microcápsulas preparadas con 

el sistema WPI-CMC a diferentes Te y Ts del aire de secado. Se puede observar que la 

máxima BAr se obtuvo cuando se utilizó una Te= 180°C y una Ts=70°C (95.5±1.27% 

and 96±0.96% material pared:emulsión W/O proporción 2:1 and 1:1 respectivamente), 

aunque para la proporción material de pared:emulsión W/O 1:1 se obtuvo una BAr 

comparable de 88.2±2.19% utilizando una Te=170°C y una Ts=70°C.  La cantidad de 

insulina para estas condiciones resultó ser 11 y 12.9UI/gss para la proporción material 

de pared:emulsión W/O 1:1 y 5.5 y 8.5UI/gss para la proporción material de 

pared:emulsión W/O 2:1. 

 

Figura 40 Bioactividad residual de insulina después del secado por aspersión de las 
microcápsulas coacervadas con el sistema aislado de proteína de suero de 

leche/carboximetilcelulosa a distintas Te y Ts. Los valores medios con letras distintas difieren 
significativamente (p <0.05) 
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Con respecto a las microcápsulas preparadas con el sistema CMC-SA, la Figura 41 

muestra la BAr de la insulina después del proceso de secado por aspersión a diferentes 

Te y Ts del aire de secado. En este caso la máxima BAr se obtuvo también cuando se 

utilizó la misma combinación Te= 180°C y Ts=70°C (89.0±1.13% y 83.3±6.72% material 

pared:emulsión W/O proporción 2:1 and 1:1 respectivamente) aunque para la 

proporción material de pared:emulsión W/O 1:1 con una Te=170°C y Ts=70°C y material 

de pared:emulsión W/O 2:1 con una Te=180°C y Ts=80°C se obtuvieron BAr´s 

comparables de 84.1°C±6.78%y 84.7°C±0.49% respectivamente.  La cantidad de 

insulina activa para estas condiciones resultó ser de 11.2 y 11.3UI/gss para la 

proporción material de pared:emulsión W/O 1:1 y de 8.0 y 7.6UI/gss para la proporción 

material de pared:emulsión W/O 2:1, valores estadísticamente significativos menores 

que los obtenidos con el sistema WPI-CMC.  

 

Figura 41 Bioactividad residual  de insulina después del secado por aspersión de las 
microcápsulas coacervadas con el sistema aislado de proteína de suero de leche/alginato de 
sodio a distintas Te y Ts. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente 
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De la Figura 40 y Figura 41 se puede observar que la BAr disminuyó cuando aumentó la 

Ts, mientras que un aumento de la Te produjo un aumento en la BAr. También en ambas 

figuras puede observarse que cuanto la ΔT fue mayor (Te=180°C y Ts=70°C, ΔT=110°C) 

se obtuvo la mayor BAr para ambos sistemas y en ambas proporciones material de 

pared:emulsión W/O. Este resultado sugiere que la BAr está gobernada por la ΔT 

resultante de las Te y Ts más que por las temperaturas individuales en el intervalo de 

temperaturas estudiado. Este hecho responde a que al tener una mayor ΔT en el 

sistema el tiempo de exposición a las temperaturas de secado es menor.  

El secado por aspersión de insulina ya ha sido reportado previamente por Bowey et al. 

(2013) quien reportó un 88±15% de liberación de insulina bioactiva de micropartículas 

de alginato cargadas con insulina secadas por aspersión concluyendo que el secado 

por aspersión tuvo un mínimo impacto en la estructura de la insulina. Maltesen et al. 

(2008) no observaron ningún cambio en la integridad física o química de la insulina 

después del secado por aspersión a una Te=220°C y a una Ts=80°C. Por lo tanto los 

resultados encontrados en la presente investigación están de acuerdo  a lo publicado 

por estos autores.  

 

6.5.6 Características fisicoquímicas de las microcápsulas   

 

El Cuadro 17 muestra el contenido de humedad del producto seco que resultó entre 

3.73 y 5.35% para las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-CMC y de entre 

3.02 y 4.55% para las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-SA. Estos valores 

están dentro de los valores esperados para polvos secados por aspersión y son 

favorables para mantener la estabilidad química, física y microbiológica del polvo 

deshidratado (Cortés-Rojas et al., 2014). 

Con respecto a la solubilidad de las partículas secas, ya que la coacervación compleja 

ocurrió a valores de pH bajos, se esperaba que estas microcápsulas fueran 

prácticamente insolubles a pH 2.0 y se disolvieran gradualmente a pH 7.0. En el Cuadro 

17, se observa que las microcápsulas preparadas en todas las condiciones son solubles 

a pH 7 (93,1% a 99,9%). No hubo diferencia estadísticamente significativa entre los 



Resultados y Discusión 

 

M. en C. Fernando Cárdenas Bailón  100 

valores de solubilidad a pH 7.0. Por otra parte, se observa también en el Cuadro 17 que 

la solubilidad a pH 2 fue diferente para la CMC con respecto al SA. Las microcápsulas 

preparadas con CMC mostraron una solubilidad parcial (25.5 a 33.6%), sin diferencia 

estadísticamente significativa entre los valores; mientras que las microcápsulas 

preparadas con SA mostraron menor solubilidad en el intervalo de 2.4 a 9.2%, sin 

diferencia estadísticamente significativa entre los valores. Esta diferencia en la 

solubilidad podría ser debido a la diferencia en la composición química de los 

polímeros. La CMC es un polímero de unidades de glucosa sustituida por grupos 

carboximetilo en algunos grupos hidroxilo de las unidades de glucosa; mientras que el 

SA es un polímero de residuos de manuronato y glucuronato (Figura 42). Así que 

podrían interactuar de manera diferente con el WPI durante la formación de complejos 

de este modo la solubilidad a pH 2.0 resultó ser diferente. 

Cuadro 17 Contenido de humedad y solubilidad a pH 7.0, 2.0 y 2.5 del producto secado por 
aspersión 

 

Material de 

pared/emulsión 

W/O 

Te (°C) Ts(°C) 

Humedad 

(%) 

Solubilidad 

pH 7.0 (%) 

Solubilidad 

pH 2.0 (%) 

Solubilidad 

pH 2.5 (%) 

CMC 2:1 170 70 5.35±0.06
a 

97.4±0.49
ab 

33.6±0.91
a 

3.05±1.06
ab 

   80 3.99±0.19
bcd 

99.9±0.07
a 

27.9±3.88
a 

5.05±0.49
ab 

  180 70 4.13±0.32
bc 

96.2±2.19
ab

 26.6±1.90
a 

2.5±1.13
ab 

   80 3.73±0.16
bd 

94.7±0.35
ab

 27.3±2.75
a 

4.15±0.07
a 

 1:1 170 70 3.75±0.21
bcd 

95.8±3.25
ab

 29.8±2.82
a 

1.95±0.35
ab 

   80 4.00±0.09
bcd 

95.7±0.14
ab

 29.3±0.07
a 

1.9±0.42
ab 

  180 70 4.09±0.14
bc 

96.4±1.20
ab

 26.8±1.9
a 

2.55±2.05
ab 

   80 3.87±0.46
bcd 

96.6±2.12
ab

 25.5±0.56
a 

0.30±0.84
b 

SA 2:1 170 70 4.46±0.70
ab 

93.1±0.85
b
 3.50±1.98

b 
0.95±1.80

ab 

   80 4.55±0.11
ab 

94.4±0.21
ab

 4.90±1.55
b 

0.75±1.62
ab 

  180 70 3.93±0.01
bcd 

94.8±0.14
ab

 5.70±0.35
b 

2.25±0.35
ab 

   80 4.45±0.10
ab 

94.5±0.99
ab

 9.20±1.62
b 

0.20±1.41
b 

 1:1 170 70 3.36±0.01
cd 

94.8±1.27
ab

 2.40±0.28
b
 1.75±1.34

ab 

   80 3.82±0.27
bd 

95.0±1.98
ab

 4.90±4.38
b 

1.95±0.63
ab 

  180 70 3.78±0.11
bcd 

93.7±1.34
ab

 5.40±1.55
b 

-0.15±0.354
b 

   80 3.02±0.09
d 

95.2±3.18
ab

 4.40±0.91
b 

1.40±2.26
ab 
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Figura 42 Estructura molecular de la carboximetilceluosa y del alginato de sodio 

 

También en el Cuadro 17 se muestra la solubilidad de las microcápsulas a pH 2.5 (pH 

de coacervación). De acuerdo a los valores obtenidos 0.30 a 5.5% para CMC y 0.0 a 

2.25% para SA, las microcápsulas preparadas con ambos polisacáridos son insolubles 

a pH 2.5. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

valores.  

Estos resultados confirman que las microcápsulas preparadas son insolubles o 

moderadamente solubles dependiendo del sistema a valores de pH del estómago y 

completamente solubles a valores de pH del intestino por lo que pueden emplearse con 

la finalidad de administrar péptidos terapéuticos por la vía oral.  

 

6.6  Evaluación del efecto protector in vitro de la microcápsulas sobre la 

insulina a valores de pH gastrointestinal 

 

Se evaluó el efecto protector de la microcápsulas desarrolladas como se describió en la 

sección 5.3.9. En la Figura 43 se observa el efecto protector de la microcápsula 

desarrollada tanto con el sistema WPI-CMC como con el WPI-SA. En estos resultados 

se observa que aunque para las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-CMC 

presentaron una mejor BAr (96%) después de la etapa crítica de secado (Figura 40), la 

protección de la insulina resultó de apenas 77.04±4.14% con respecto a la cantidad de 

insulina bioactiva después de la etapa de secado, mientras que para las microcápsulas 

preparadas con el sistema WPI-SA que presentaron una BAr ligeramente menor 

(83.3%) después del secado (Figura 41), la protección de la insulina resultó de 



Resultados y Discusión 

 

M. en C. Fernando Cárdenas Bailón  102 

96.4±8.7% con respecto a la cantidad de insulina bioactiva después de la etapa de 

secado. Estas diferencias en la protección de insulina a valores de pH gastrointestinal 

podrían atribuirse a la diferencia en solubilidades encontradas entre las microcápsulas 

preparadas con los distintos polímeros al pH del estómago. También puede observarse 

en la Figura 44 que la insulina sin microencapsular no resistió los cambios bruscos de 

pH por lo que perdió casi por completo su actividad muy probablemente debido a la 

desnaturalización de la misma por la exposición a valores extremos de pH en el 

estómago. 

 

Figura 43 Efecto protector del sistema desarrollado hacia la insulina a valores de pH 
gastrointestinal. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente (p <0.05). 

 

 

Debe recordarse que las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-CMC 

presentaron una solubilidad significativamente mayor a pH=2.0 que las microcápsulas 

preparadas con el sistema WPI-SA. Este hecho podría contribuir a una mayor 

exposición de la emulsión W/O a un medio ácido causando una desestabilización de la 

emulsión W/O y la subsecuente exposición de la insulina a un pH ácido a diferencia de 
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las microcápsulas preparadas con el sistema WPI-SA, que al parecer al tener una 

menor solubilidad a pH 2.0 mejora la protección de la misma. 

 

Figura 44 Testigo de insulina sin microencapsular sometido a valores de pH intestinal 

Los cuadros 1 y 2 describen las técnicas de microencapsulación de insulina reportadas 

recientemente en la literatura. Del cuadro 1 se observa que con la emulsión doble 

W/O/W de Morishita et al. (1998), con el sistema de administración auto-emulsionante 

desarrollado por Ma et al. (2006a) y el de nanopartículas de lípidos sólidos reportado 

por Zhang et al. (2012b), se obtienen valores de biodisponibilidad oral de 12%, 15% y 

13.8% respectivamente. Desafortunadamente no se logró obtener valores de 

biodisponibilidad con el sistema desarrollado en este trabajo para hacer la comparación 

pertinente. El enfoque desarrollado en este trabajo presenta eficiencias de 

encapsulación un poco inferiores con respecto a las reportadas por Ma et al. (2006a) 

(99% vs 88%). Una de las limitantes de los sistemas reportados por Morishita et al. 

(1998) y Ma et al. (2006a) es su forma farmacéutica en emulsión, lo que implica la 

estabilidad de la misma durante su vida de anaquel. Con el sistema desarrollado no 

existe este problema ya que la forma farmacéutica es en polvo. Ahora con respecto a 

las nanopartículas de lípidos sólidos reportadas por Zhang et al. (2012b), éstas 

presentan una eficiencia de encapsulación inferior (76%) con respecto a las 

desarrolladas en el presente trabajo (88%), además de requerir el uso de un disolvente 

orgánico como la acetona para formular las nanopartículas y la liofilización para la etapa 

de secado. 
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Con respecto al cuadro 2, las técnicas reportadas por Chalasani et al. (2007a), 

Mathiowitz et al. (2008), Woitiski et al. (2010), Zhang et al. (2012a) y Jain et al. (2012) 

han mostrado los valores más altos de biodisponibilidad oral reportados hasta el 

momento (29.4%, 23%, 13.12%, 10.5% y 20.4%, respectivamente). Sin embargo, el 

enfoque reportado por Chalasani et al. (2007a) implica tres reacciones químicas, un 

secado por aspersión, la carga de insulina en las microcápsulas y una liofilización 

elevando enormemente los costes de producción con apenas 70% de eficiencia de 

encapsulación. El enfoque reportado por Woitiski et al. (2010), un sistema multicapa 

combinando la gelificacion ionotrópica interna con la coacervación compleja sin el uso 

de disolventes orgánicos es lo más parecido al sistema desarrollado en el presente 

trabajo aunque las microcápsulas no fueron deshidratadas, solo concentradas. La 

eficiencia de encapsulación no fue reportada. Las microcápsulas preparadas por 

Mathiowitz et al. (2008) por una técnica de inversión de fases presentan la desventaja 

de utilizar cloruro de metileno y éter de petróleo que tienen que ser eliminados antes de 

su administración a seres vivos aunque la eficiencia de encapsulación reportada fuera 

del 100%. La técnica por evaporación de disolvente reportada por Zhang et al. (2012a) 

requiere el uso de etilacetato y las microcápsulas no son deshidratadas, además de 

tener una eficiencia de encapsulación bastante baja de alrededor del 52% solamente. Y 

finalmente el enfoque desarrollado por Jain et al. (2012) también requiere disolventes 

orgánicos además de reacciones químicas y liofilización por lo que su producción a 

escala comercial se hace cuestionable. Resumiendo, las microcápsulas desarrolladas 

en este trabajo comparándolas con otras técnicas reportadas en la literatura presentan 

las siguientes ventajas: no se requiere el uso de disolventes orgánicos, presentan una 

alta eficiencia de encapsulación y se usa el secado por aspersión para la presentación 

final que es económicamente más viable que la liofilización para su producción a gran 

escala, aunque hace falta la valoración biológica en modelos biológicos para corroborar 

su funcionalidad. 
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6.7  Consideraciones alergénicas  

 

Uno de los excipientes utilizados es el aislado de proteína de suero de leche por lo que 

se deben tener algunas consideraciones alergénicas. La alergia a la leche de vaca es 

una anormalidad clínica en la respuesta inmune a las proteínas de leche de vaca, lo 

que conduce a la respuesta inmune inmediata regulada por la inmunoglobulina E. 

Después del nacimiento de un bebé, además de la leche materna, la leche de vaca es 

la fuente más común de los alimentos. Por lo tanto, la alergia a la leche de vaca es 

común en bebés y niños pequeños, alrededor del 90% de los niños que sufren de 

síntomas de alergia a la leche de vaca mejora antes de la edad de 4 años (El-Agamy 

2007). Las principales fuentes de proteínas de la leche de vaca son la caseína y el 

suero de la leche. La caseína incluye a la α, β y κ-caseína; las proteínas de suero 

incluyen a la α-lactolbúmina, β-lactoglobulina, la albúmina y las inmunoglobulinas. Las 

β-lactoglobulinas son los principales alérgenos del WPI (El-Agamy 2007). Por tal 

motivo, la formulación de las microcápsulas preparadas en el presente trabajo, se 

deberá limitar su uso a pacientes adultos que no reporten alergia a las proteínas del 

suero de leche de vaca.  

 

6.8 Perspectivas a futuro 

Se logró microencapsular insulina por la técnica combinada emulsión doble W/O/W-

coacervación compleja con el posterior secado por aspersión de las mismas. La 

eficiencia de encapsulación fue alta y la actividad biológica residual resultó ser también 

alta. Se demostró que las microcápsulas son insolubles a pH del estómago y se 

disgregan completamente a valores de pH del intestino. Se demostró que por lo menos 

a valores de pH gastrointestinal a 37°C las microcápsulas protegen a la insulina por lo 

que esta llega activa al intestino, sin embargo quedan varias perspectivas que podrían 

abordarse en trabajos posteriores como el uso de otra proteína en vez del aislado de 

proteína de suero de leche, evaluación de la estructura tridimensional de la insulina 

después de la etapa de secado, una valoración biológica en un modelo de ratas 

diabéticas entre otras. Se dejan esas cuestiones para trabajos posteriores.  
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7. CONCLUSIONES 

 

 Con la incorporación de polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p en la fase oleosa 

fue posible obtener emulsiones agua en aceite con un tamaño de glóbulo de 

alrededor de 665±06nm para la proporción fase acuosa interna:fase oleosa 1:4, 

721±25nm para la proporción fase acuosa interna:fase oleosa 1:3 y 774±37nm 

para la proporción fase acuosa interna:fase oleosa 1:2 estables hasta por 5 

meses.  

 

 Fue posible la obtención de emulsiones dobles agua aceite en agua utilizando 

aislado de proteína de suero de leche como surfactante hidrofílico en la fase 

acuosa externa con altas eficiencias de encapsulación utilizando una 

homogenización con alta tasa de corte en la segunda etapa de preparación a 

15000rpm por 1min obteniendo glóbulos en la emulsión doble agua aceite en 

agua cargadas con pequeños glóbulos de la emulsión agua en aceite. 

 

 El punto de máxima atracción electrostática entre la carboximetilcelulosa y el 

alginato de sodio con el aislado de proteína de suero de leche resultaron en 

valores de pH ácido por lo que pueden emplearse en la encapsulación de 

fármacos de naturaleza proteica para protección en el estómago y liberación en 

el intestino.  

 

 La estructura de la emulsión doble se conservó después del proceso de secado 

por aspersión en los dos sistemas seleccionados.  

 

 La bioactividad residual resultó estar gobernada por la ΔT resultante entre  la Te y 

Ts, obteniéndose una mayor actividad residual a una ΔT=110°C (Te=180°C y 

Ts=70°C) para ambos sistemas estudiados. 
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 Las microcápsulas preparadas fueron solubles a pH 7.0 y parcialmente 

insolubles a pH 2.0 siendo las microcápsulas preparadas con el sistema aislado 

de proteína desuero de leche/alginato de sodio más insoluble a pH 2.0 que 

aquellas preparadas con el sistema aislado de proteína desuero de 

leche/carboximetilcelulosa.  

 

 La bioactividad residual resultó ser del 96% y 83.3% con respecto a la cantidad 

de insulina realmente encapsulada después del proceso de secado para las 

temperaturas Te=180°C y Ts=70°C para las microcápsulas preparadas con los 

sistemas WPI-CMC y WPI-SA respectivamente demostrando que la estructura de 

la insulina e mantiene intacta después del proceso de secado.  

 

 Finalmente a valores de pH gastrointestinal  la insulina se mantiene activa y junto 

con los datos de solubilidad y bioactividad residual (96%) después de la etapa de 

secado la técnica de microencapsulación de insulina utilizada en este trabajo 

tiene un gran potencial para la administración oral de insulina e incluso algunos 

otros péptidos terapéuticos aunque hace falta una valoración biológica del 

sistema para conocer su eficacia real en un sistema biológico.  
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