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RESUMEN

La microencapsulacién por coacervacion consiste en el recubrimiento de microparticulas con una pelicula
polimérica, la cual es obtenida por la precipitacién del material polimérico disuelto en el medio dispersante.
El presente trabajo pretende estudiar la coacervacién con el copolimero del dcido metacrilico Eudragit
S100® y su uso potencial para el desarrollo de microcipsulas de un baculovirus entomopatégeno del
gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda. Se estudia la solubilidad del polimero en 16 solventes
organicos y la compatibilidad de éstos con el principio activo (baculovirus). Teniendo en cuenta los
solventes compatibles se seleccionan parejas de solventes-no-solventes con las que se evaltian cuatro
relaciones de volumen, tres concentraciones de polimero y cuatro velocidades de adicién de los no-
solventes. Se seleccionan las parejas: etanol-heptano, etanol-hexano, acetona-heptano y acetona-hexano,
como concentracién de polimero 0,50 % p/vy como relacion de volimenes 1:3, por presentarse la aparente
formacién de una fase de coacervado. El sistema consistente en acetona-hexano a una velocidad de 1,0
mL/min, es seleccionado como el mas promisorio por producir una separacién lenta del polimero y el
depésito uniforme de éste sobre el balén, comportamiento que podria permitir la microencapsulacién
del ntcleo requerido.
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ABSTRACT

Microencapsulation by coacervation consists in the coating of microparticles by depositing a polymeric
film on them. This process is carried out by the precipitation of the polymer dissolved in the dispersing
medium. The present work pretends to study the coacervation of a methacrylic acid copolymer (Eudragit
S100®) and their potential use in the development of microcapsules containing an entomopathogen
baculovirus of corn armyworm Spodoptera frugiperda. The polymer solubility in 16 solvents, as well
as the compatibility of them with the baculovirus is studied. By considering the compatible solvents,
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several couples of Solvent—Non-Solvent are selected, with which four volume ratios, three polymer
concentrations, and four Non-Solvent addition velocities are evaluate. The couples Ethanol-Heptane,
Ethanol-Hexane, Acetone-Heptane, and Acetone-Hexane are chosen. The values 0.50 % w/v and 1:3 are
chosen as polymer concentration and volumes ratio respectively, because they show the apparent formation
of a coacervate phase. Finally, the system Acetone-Hexane with velocity 1.0 mL/min is chosen as the
most promissory because this system produces a slow polymer separation and therefore, the formation
of a uniform film inside the balloon. These behaviors could allow the nucleus microencapsulation.
Keywords: Eudragit S100®, Coacervation, Microencapsulation, Baculovirus, Spodoptera frugiperda

INTRODUCCION

La microencapsulacién es un proceso de recubri-
miento de sustancias sélidas, liquidas o gaseosas con
diferentes materiales, con miras a obtener particulas
s6lidas de tamano micrométrico. Los productos
resultantes de este proceso tecnoldgico reciben el
nombre de “microparticulas”, “microcapsulas” o
“microesferas”, las cuales se diferencian en su forma
y estructura interna; sin embargo, todas presentan
como caracteristica comun el poseer un tamaifio de
particula inferior a 1,0 mm (1).

La microencapsulacién es ampliamente utilizada
en el drea farmacéutica y también en otros campos
industriales, tales como el cosmético y el alimenta-
rio (2). De forma similar, esta tecnologia ha incur-
sionado en los dltimos afios en campos tan diversos
como la agroquimica, para reducir la contaminacién
ambiental generada por los plaguicidas, ya que al
encapsular los ingredientes activos de estos produc-
tos se puede controlar su liberacién, aumentando
asi su eficacia y persistencia, y ademads, reduciendo
las cantidades liberadas al ambiente (3). Para fines
practicos, los métodos de microencapsulacién se
clasifican en tres grupos, esto es, fisicos, quimicos
y fisicoquimicos (4). Dentro de los métodos fisico-
quimicos se destaca la coacervacién, definida como
la separacién de un coloide muy solvatado en dos
fases liquidas, una de las cuales contiene una alta
proporcién de coloide (capa de coacervado) y la otra,
una baja proporcién (1). De otro lado, st hay particu-
las sé6lidas insolubles, o gotas de liquido inmiscibles
suspendidas en el medio, las gotas de coacervado
formadas pueden ser adsorbidas en la superficie de
las particulas dispersadas. Cuando el coacervado
se deposita en la superficie, envuelve el nicleo con
una pelicula fluida y viscosa del polimero (micro-
encapsulacién). La pelicula fluida es posteriormente
endurecida y solidificada para formar una cipsula
dura alrededor del ntcleo (5).

Las estrategias para inducir la coacervacion
dependen principalmente de las caracteristicas
tisicoquimicas del polimero y del nicleo a re-
cubrir. La coacervacién puede ser inducida por
la adicién de un no-solvente; método en el cual,
la separacién de fases es inducida por la adicién
lenta de un “no-solvente” sobre una solucién del
polimero formador de cubierta, la cual contiene
suspendido el material que va a encapsularse. Se
entiende por “no-solvente” aquel disolvente que
es miscible con el disolvente del polimero y en el
cual el polimero es insoluble. A medida que se adi-
ciona el no-solvente se provoca la insolubilizacién
del polimero, el cual, a su vez, se va depositando
alrededor de las particulas presentes en suspension.
Al final del proceso, se afiade un volumen elevado
del no-solvente con la finalidad de endurecer las
microcdpsulas (6).

Los Eudragit® son un grupo de polimeros deri-
vados del 4cido metacrilico, que estidn disponibles
en diferentes formas i6nicas (6). La solubilidad del
Eudragit S100® es pH-dependiente, siendo alta-
mente soluble a valores de pH alcalino, debido a
la neutralizacién de los grupos carboxilo (Figura
1) con la respectiva formacién de la sal (7), y por
lo tanto, exhibiendo el caricter de polielectrolito
aniénico en solucion.
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Figura 1. Estructura molecular de las unidades de
repeticién del Eudragit S100® conm = 1yn = 2.

Diferentes tipos de Eudragit® han sido amplia-
mente utilizados en la elaboracién de micropar-
ticulas que permiten la liberacién de principios
activos a nivel intestinal, evitando la inactivacion
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de firmacos en el estémago, por ejemplo, en la
preparacién de microparticulas que permiten la
administracién oral de péptidos y proteinas (5);
éstas, en particular, han generado un gran interés
para el desarrollo de sistemas de administracién
oral de insulina (8).

El presente trabajo pretendi6 determinar algunas
condiciones dtiles para el desarrollo de una técnica
de microencapsulacién de un baculovirus entomo-
patégeno del gusano cogollero del maiz Spodoptera

frugiperda, mediante la coacervacién con el copoli-
mero del dcido metacrilico Eudragit S100°.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

En esta investigacién se utilizaron Eudragit
S100® de Réhm GmbH; dimetilsulféxido R.A.,
butanol R.A. y tolueno R.A. (Sigma); etanol R.A.,
heptano R.A., etilenglicol R.A. (Merck); acetona
R.A., xileno R.A., n-hexano R.A., cloruro de me-
tileno R.A. y alcohol i-amilico R.A. (J.T. Baker);
metanol R.A. (Mallinckrodt); cloroformo R.A.
(Chemicol); benceno R.A. (RPE); n-propanol R.A.
(Fisher); dietiléter R.A. (Proanalysis).

Determinacion de la compatibilidad del
virus con solventes organicos

Con miras a seleccionar solventes orginicos que
no afectaran la actividad del virus y que pudieran
ser utilizados en el proceso de microencapsulacion,
se realizé un estudio de compatibilidad. Para tal fin,
muestras de 0,010 g del virus purificado liofilizado
fueron dispensadas en 16 tubos Eppendorf'de 500 pL.
En cada tubo se adicionaron 20 uL de cada solvente
y se agitaron mediante inversién manual durante 30
minutos a una temperatura de a 20,0 = 1,0 °C. Pos-
teriormente, los tubos fueron centrifugados en una
microcentrifuga Eppendort Centrifuga 5415 a 14000
rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se eliminé
y el sedimento correspondiente a las particulas virales
tue lavado dos veces con 500 pL de agua destilada
estéril. El sedimento fue resuspendido en 50 pL de
aguay a partir de dicha suspensién viral se prepard
una suspensién ajustada a una concentracién de
1x 10" cuerpos de inclusién por mL. Se colocaron 10
uL de cada suspensién viral en uno de los pozos de
una microplaca de 96 pozos de fondo plano, adicio-
nando a cada pozo 10 wL de una solucién de sacarosa
al 4,0 % y colorante azul de alimentos al 1,0 %.

El contenido de cada pozo se utiliz6 para evaluar
la actividad viral mediante un bioensayo siguiendo
la metodologfa descrita por Tamez et al. (9). El trata-
miento testigo positivo consistié en virus purificado
no expuesto a ningin solvente y se contd con un
testigo absoluto en el que las larvas no recibieron
ningin tratamiento.

El disenio experimental se hizo completamente
al azar. Los resultados de mortalidad al dia 7 fue-
ron corregidos con respecto al testigo, utilizando
la férmula de Schneider-Orelli (10), sometidos a
un andlisis de varianza (ANAVA) y a una prueba
de comparacién de medias de Tukey con una
confiabilidad del 95 % (11).

Comportamiento del Eudragit S100® frente
a diferentes solventes organicos

Se pesaron 0,050 g de polimero y se adiciona-
ron en tres tubos de ensayo con 6,0 mL de cada
uno de los 16 solventes. Los tubos de ensayo tapa-
rosca con los diferentes tratamientos se taparon y
se ubicaron en una gradilla sumergida en un
bafno termostatado Linderberg/blue SWB1122A
(22,0 = 1,0 °C). Pasados 10 minutos los tubos
se agitaron mediante inversiones manuales y se
observé el comportamiento de la dispersion, ade-
mis se ley6 la absorbancia de cada muestra en un
espectrofotémetro Milton Roy Spectronic 601, a
una longitud de onda de 650 nm (12). Los solventes
que sélo produjeron el hinchamiento del polimero
tueron clasificados como “no-solventes”. Asf mis-
mo, se consideraron “no-solventes”, aquellos con
los que se obtuvo una absorbancia superior a 0,010,
asi como todos aquellos con los que se obtuvo una
absorbancia inferior a 0,010, pero en los cuales se
observaron sélidos en suspensién.

Determinacion de la concentracion del poli-
mero y de la relacion solvente—no-solvente

Se evaluaron las diferentes parejas de solven-
te-no-solvente determinadas previamente utili-
zando diferentes concentraciones del polimero y
relaciones de solventes (13). Las concentraciones
de polimero evaluadas fueron 0,25, 0,50 y 0,75
%, combinadas con las relaciones de solvente-
no-solvente: 1:1, 1:2, 1:3 y 1:4 respectivamente,
obteniéndose asi un total de 12 tratamientos para
cada pareja de solventes.

La dispersiéon del polimero en el solvente
correspondiente a cada tratamiento se adicioné
en un balén de fondo redondo con un agitador
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magnético de 1 cm de longitud. El balén se ubi-
c6 sobre una plancha magnética Velp Scientifica
F20540162 con una velocidad de agitacién de 200
rpm. El no-solvente fue adicionado por goteo a una
velocidad de 3,0 mL/min utilizando una bomba
peristiltica Watson Murlow 5058. Durante todo
el tiempo de adicién del no-solvente se registraron
cualitativamente los cambios en el aspecto de la
dispersion coloidal.

Determinacion de la velocidad de adicién
del no-solvente

Se evaluaron cuatro velocidades de adicién
del no-solvente, esto es, 1,0 mL/min, 3,0 mL/min,
5,0 mL/miny 8,0 mL/min. Para tal fin se prepararon
10 mL de solucién del polimero a la concentracién
escogida, en el solvente seleccionado, en un balén
de fondo redondo con agitacién magnética a 200
rpm. Se adiciond por goteo el no-solvente seleccio-
nado, utilizando diferentes velocidades de adicién
segtin el tratamiento, hasta obtener la relacién de
solvente—no-solvente determinada previamente.
Durante todo el tiempo de adicién del no-solvente
se registraron cualitativamente los cambios en el
aspecto de la dispersion coloidal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la compatibilidad del
virus con solventes organicos

La exposicién de las particulas virales a los 16
solventes orgdnicos evaluados no afecté su acti-
vidad biocontroladora sobre larvas neonatas de
S. frugiperda. Con el virus expuesto a los solven-
tes, asi como con el virus no expuesto, se alcanzé
el 100 % de mortalidad de las larvas a los 8 dias
post-inoculacién, y la prueba de comparacién de
medias de Tukey (P > 0,05) no detect6 diferencias
significativas entre los porcentajes de eficacia pre-
sentados por dichos tratamientos.

Este resultado sugiere que el virus es compatible
con los solventes evaluados vy, por lo tanto, todos
podrian ser utilizados en el desarrollo de una técnica
de microencapsulacién por coacervacién. Dicha
compatibilidad podria deberse a que los baculo-
virus son virus ocluidos que presentan viriones
embebidos en una matriz cristalina proteica, del
tipo “poliedro”, que constituye el conocido cuerpo
de inclusién (CI). Esta cubierta proteica no fue
en ningin caso solubilizada por los compuestos
orginicos. Esto se evidencié porque las muestras
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no presentaron cambio en su coloracién parda y
turbia original (la cual se debe a las particulas virales
en suspension), lo que fue confirmado mediante
observacién en el microscopio de luz (400X). Para
todos los tratamientos se observé que los cuerpos
de inclusién se mantuvieron en suspension después
de los 30 minutos de exposicién a cada solvente, sin
evidenciarse cambios significativos en su tamafo
y morfologia. Dicha cubierta, posiblemente evitd
el contacto directo de los viriones constituidos
por la nucleocipside y el ADN con los solventes,
protegiéndolos de cualquier efecto detrimental de
éstos sobre las unidades infectivas. Asi como lo re-
portaron Moraes et al (14) y Caballero et al (15), los
ClIs brindan proteccién a los viriones, debido a que
son insolubles en agua, excepto bajo condiciones
extremadamente alcalinas, y resistentes a la putre-
faccién y desintegracién por agentes quimicos, y
también a tratamientos fisicos como la congelacion,
la desecacién o la liofilizacién, caracteristicas que
les confieren persistencia en el medio.

Los baculovirus son muy estables desde el punto
de vista fisicoquimico debido a la presencia y com-
posicién del CI. Otros virus también han demostra-
do ser estables frente a compuestos organicos; éste
es el caso de los rotavirus, los cuales son funcionales
en un rango de pH entre 3y 9y las particulas virales
son estables por meses a temperaturas cercanas a los
40 °C y atin a 200 °C en condiciones particulares.
La particula completa mantiene su integridad y
su infectividad cuando es tratada con diferentes
solventes orginicos tales como éter, cloroformo
o fredn, lo que refleja la ausencia de lipidos en su
estructura. Pero pierde su infectividad al ser trata-
da con desinfectantes tales como formalina, cloro,
betapropiolactona y etanol al 95 %, quizis por la
pérdida de la capa externa (16, 17). Por el contrario,
virus como el de la rabia, que pertenece a la familia
Rhabdoviridae, son ripidamente inactivados por el
calor, los rayos ultravioleta, la desecacién, los sol-
ventes organicos y la tripsina (18).

Comportamiento del Eudragit S100® frente
a diferentes solventes organicos

Cuando el polimero fue adicionado sobre los
solventes etanol, metanol, n-propanol, acetona y di-
metilsulféxido, las particulas sélidas se depositaron
en el fondo del tubo. Sin embargo, al realizarse la
agitacién del sistema, las particulas se redispersa-
ron y desaparecieron ripidamente formando una
solucién blanca conocida como “lechada”, que se
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tornd totalmente transparente (absorbancia < 0,01), por lo que se consideré que el polimero fue soluble

en dichos solventes (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de absorbancia del Eudragit S100® en diferentes disolventes orgdnicos

Solvente Id. Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio Desv. Est.
Cloroformo 1 0,613 0,622 0,599 0,611 0,011
Tolueno 2 0,008 0,009 0,006 0,008 0,001
Benceno 3 0,009 0,005 0,006 0,007 0,002
Heptano 4 0,294 0,288 0,29 0,291 0,003
n-Hexano 5 0,129 0,136 0,148 0,138 0,009
Butanol 6 0,531 0,503 0,542 0,525 0,020
Etilenglicol 7 0,079 0,088 0,093 0,087 0,007
Eter dietilico 8 0,344 0,367 0,357 0,356 0,011
Alcohol isoamilico 9 0,420 0,467 0,423 0,437 0,026
Cloruro de metileno 10 0,091 0,096 0,071 0,086 0,013
Xileno 1 0,004 0,002 0,002 0,003 0,001
Metanol 12 0,002 0,000 0,002 0,001 0,001
Etanol 13 0,006 0,002 0,003 0,004 0,002
Acetona 14 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000
Dimetilsulfoxido 15 0,006 0,003 0,006 0,005 0,001
Propanol 16 0,032 0,042 0,039 0,038 0,005

La disolucién de un polimero es un proceso lento
que puede tener lugar si las fuerzas intermoleculares
polimero-polimero son superadas por las fuerzas de
interaccién polimero—solvente (19). Se considera que
la disolucion de un polimero puede llevarse a cabo
por dos mecanismos, dependiendo de factores como
el peso molecular del mismo, el solvente empleado 'y
la temperatura, entre otros (20). El comportamiento
observado con los solventes etanol, metanol, n-pro-
panol, acetona y dimetilsulféxido podria deberse a un
mecanismo de disolucién denominado de “rajado”
o “agrietado” (“cracking mechanism”, en inglés), en
el cual no se produce el hinchamiento del polimero.
Este se agricta ripidamente cuando las particulas
entran en contacto con solventes molecularmente pe-
quenos y muy buenos solventes para el polimero. Su
alta velocidad de difusién y poder de hinchamiento
causan un ripido aumento en la presién interna del
polimero, de manera que éste se fractura antes de que
la matriz pueda relajarse mediante el hinchamiento
gradual (21). Dicho agrietamiento y rompimiento
cadtico de las particulas podria estar relacionado con
el cambio en el color del sistema antes de alcanzarse
el equilibrio o completa disolucién.

Con benceno, tolueno y xileno, las particulas de
polimero desaparecieron al entrar en contacto con
los solventes y la absorbancia obtenida fue menor a

0,010. Sin embargo, sobre las paredes de los tubos se
observé una capa de particulas sélidas transparentes,
correspondientes al polimero con cierto grado de
hinchamiento y no se produjo lechada, lo que indica
que dichos solventes iniciaron la solvatacién, pero
posiblemente requieren mds tiempo para disolver
al Eudragit S100® y, por lo tanto, para alcanzar el
equilibrio; por esta razén, éstos dltimos se podrian
considerar como “solventes pobres”. El compor-
tamiento observado con estos solventes se puede
atribuir a un segundo mecanismo de disolucién, en
el cual el solvente posiblemente tiene que difundir
dentro del polimero, produciendo el hinchamiento
del mismo en la interfase, lo que se detecté como una
capa con aspecto de gel, mecanismo que se desarrolla
principalmente con solventes pobres (20). Con el
transcurso del tiempo, posiblemente una cantidad
mayor de solvente podria haber penetrado en el
polimero aumentando la fase de hinchamiento hasta
alcanzar la completa disolucién, pero este efecto no
fue detectado ya que la evaluacién cualitativa y la
medida de la absorbancia se realizaron nicamente
a los 10 minutos después de montado el sistema.
Estas diferencias en los mecanismos de diso-
lucién de los polimeros estin relacionadas con el
tamaifio de las moléculas de solvente, como lo sugi-
rieron Papanau et al (22), quienes encontraron que
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la velocidad de disolucién de un polimero del 4dcido
metacrilico, disminuyé a medida que aumenté
el tamafio molecular del solvente, posiblemente
porque a mayor tamafio se tiene una menor veloci-
dad de ditusién del solvente dentro del polimero.

Con los solventes restantes (heptano, butanol,
cloroformo, éter dietilico, alcohol i-amilico cloruro
de metileno y hexano) el polimero se sedimenté en el
fondo del tubo en forma de particulas redispersables
mediante agitacién pero sin presentar disolucion y
se obtuvieron absorbancias de 0,290; 0,520; 0,610;
0,350; 0,430; 0,090 y 0,140 respectivamente (Tabla
1), que indican que el polimero no fue soluble en
estos compuestos.

Con base en los resultados, y teniendo en cuen-
ta que para la induccién de la coacervacién por el
método de adicién de un no-solvente se requiere
que la pareja de solventes sean totalmente miscibles
entre si, se seleccionaron como parejas solven-
te—no-solvente: etanol-heptano, etanol-hexano,
etanol-butanol, etanol-cloruro de metileno, ace-
tona-heptano, acetona-hexano, acetona-butanol,
acetona-cloruro de metileno, metanol-butanol y
metanol-cloruro de metileno.

Determinacion de la concentracion del poli-
mero y de la relacion solvente—no-solvente

Con el propésito de seleccionar un sistema que
permitiera la formacién de una fase de coacervado
con potencial para el recubrimiento de las particulas
virales, se evalué cualitativamente el comporta-
miento de la solucién polimérica variando las pa-
rejas solvente—no-solvente, la relacién de volumen
entre los solventes, y el porcentaje de polimero.

Considerando que el resultado obtenido es de
cardcter cualitativo, se definieron las siguientes
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categorias para los posibles cambios en el sistema,
algunos de los cuales presentaron respuestas com-
binadas: [SC] -Sin cambio: el sistema se mantuvo
homogéneo y traslicido, sin cambio de color ni
aparicién de sélidos; [L] -Lechoso: el sistema se
torné blanco lechoso y no se observan sélidos en
suspension; [P] -Precipitado: aparicién de polimero
precipitado, que se ubicé en una zona especifica
formando agregados, masas o hebras blancas de
tamano variable, y finalmente, [D] -Depésito: el
polimero se deposité sobre las paredes del balén
formando una pelicula viscosa y traslicida.
Independientemente del solvente evaluado, de la
concentracién de polimero o de la relacién de sol-
ventes, no se observé ningtn cambio en la aparien-
ciadel sistema cuando el no-solvente adicionado fue
el cloruro de metileno (Tabla 2). La no induccién
de la separacién del polimero por la adicion de este
solvente podria sugerir que la acetona, el metanol y
el etanol son tan buenos solventes para el Eudragit
S100® que requerirfan una mayor adicién de cloruro
de metileno para que el polimero se desolvate. Lo
anterior también sugiere que el polimero podria
presentar una mejor solubilidad en este solvente, la
cual posiblemente no se evidencié en el ensayo de
solubilidad en solventes orginicos realizado en el
presente trabajo, debido al corto tiempo de evalua-
cién, o porque la solubilidad del polimero en este
solvente es inferior a las concentraciones aparentes
evaluadas en dicho ensayo. También se ha demos-
trado que la adicién de una cantidad de no-solvente
a un buen solvente, da como resultado un aumento
significativo de la solubilidad de algunos polimeros
y, por lo tanto, no conduce a su precipitacion, debido
a un efecto de plastificacién, como lo reportaron
Cooper et al (23) para el polimetil-metacrilato.

Tabla 2. Comportamiento del polimero utilizando diferentes parejas solvente—no-solvente y relaciones de
volumen entre estos. [SC] Sin cambio, [L] Lechoso, [P] Precipitado, [D] Depésito.

Polimero 0,25 % Polimero 0,50 % Polimero 0,75 %
Solvente No-solvente

1:1 1:2 1:3 1:4 1:1 1:2 1:3 1:4 1:1 1:2 1:3 1:4
Metanol Butanol SC | sSC SC SC SC | sC SC D SC | SC | sC D

etano
Cloruro de Metileno SC | SC SC SC SC | SC SC SC SC SC SC | SC
Butanol SC | SC SC SC SC | SC SC D SC | SC | SC D
Hexano L,D | LD L L L, P P

Etanol
Heptano L, P P L P P P
Cloruro de Metileno SC | SC SC SC SC | SC SC SC SC | SC | SC | SC
Butanol SC | SC SC SC SC | sC SC SC SC | SC | sC | sC
Hexano L,D | L,D L L D D

Acetona
Heptano L,D | L,D L L L D
Cloruro de Metileno SC | SC SC SC SC | SC SC SC SC | SC | SC | SC
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El butanol sélo produjo, como respuesta, la
formacién de una capa translicida y pegajosa en el
fondo del baldén, cuando se alcanzé la relacién de
solventes 1:4 con los solventes metanol y etanol, sin
observarse previamente un cambio en la coloracién
del medio.

Respecto a las parejas etanol-heptano, etanol-
hexano, acetona-heptano y acetona-hexano se
encontré que antes de alcanzarse la relacién de
solvente—no-solvente 1:1, los sistemas presenta-
ron un cambio en su coloracién, observindose
éstos totalmente homogéneos y de color blanco
lechoso, lo que indicé el inicio de la desolvatacién
del Eudragit S100®.

Con la pareja etanol-hexano se observé la
formacién de agregados (precipitado) cuando
el polimero se utiliz6 a la mayor concentracién
(0,75 %) y se alcanzd la relacién de solventes 1:4.
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Este mismo comportamiento se presenté con
la pareja de solventes etanol-heptano cuando la
concentracién de polimero fue 0,50 % y la rela-
cién de solventes 1:3, y cuando la concentracién
de polimero fue 0,75 % para las relaciones de
solventes 1:2, 1:3 y 1:4.

Se seleccionaron las parejas solvente—no-sol-
vente: etanol-heptano, etanol-hexano, acetona-
heptano y acetona-hexano, como concentracién
de polimero 0,50 % y como relacién de voltiimenes
1:3, por presentarse con estos tratamientos la
aparente formacién de una fase rica en polimero
(que se distinguid por el color blanco), sin pro-
ducirse precipitacién, como se observé con el
polimero al 0,75 % o con la relacién de solventes
1:4 (Figura 2). Con estos tratamientos se procedid
a evaluar diferentes velocidades de adicién del
no-solvente.

Figura 2. Comportamiento de los sistemas solvente—no-solvente. Polimero al 0,25 %: A. acetona-hexano,
B. etanol-hexano, C. etanol-heptano, D. etanol-butanol, E. tolueno-heptano. Con polimero al 0,50 %: F. acetona-
hexano, G. etanol-heptano, H. etanol-hexano, I. metanol-cloruro de metileno. Polimero al 0,75 %: J. acetona-heptano,
K. acetona-hexano, L. etanol-hexano, M. etanol-heptano.

Determinacion de la velocidad de adicion del
no-solvente
Para todos los tratamientos evaluados, a me-

dida que la velocidad de adicién del no-solvente
aumentd, la separacién del polimero fue mais

ripida, produciéndose una precipitacién que dio
origen a la formacién de agregados densos de un
tamafio cercano a 3 mm.

Cuando se utilizé la menor velocidad (1,0 mL/min)
el sistema inicialmente se torné lechoso para todos
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los tratamientos, lo que indica la formacién de una
fase rica en polimero, que se mantuvo en equilibrio
hasta llegar a una relacién solvente—no-solvente
1:2, momento en el que se observé para el sistema
etanol-heptano, la aparicién de hilos delgados de

VITAE

polimero, los cuales se precipitaron al fondo del
balén y aumentaron a medida que se siguié adi-
cionando el no-solvente, hasta alcanzar la relacién

1:3 (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta observada al evaluar diferentes velocidades de adicién del no-solvente. [SC] Sin cambio, [L]
Lechoso, [P] Precipitado, [D] Depésito.

Velocidad de adicion del Relacién de volimenes de Solvente-No-solvente
Solvente No-solvente .
No-solvente (mL/min)
11 1:2 1:3
1 L L D
3 L L L,D
n-Hexano
> L LP P
8 L P P
Etanol
1 L P P
3 L L L, P
Heptano
5 L P P
8 L P P
1 L L L,D
3 L L L,D
n-Hexano
5 L L L,D
8 L P P
Acetona
1 L L L,D
3 L L L,D
Heptano
5 L L L,D
8 L P P

En el caso de los tratamientos con acetona, los
sistemas se mantuvieron lechosos sin observarse
precipitacién hasta alcanzar la relacién de vola-
menes 1:3. Sin embargo, al desechar el contenido
del balén para los dos no-solventes evaluados se
observé que una cierta proporcién del polimero
se depositd sobre la superficie del balén formando
una fina pelicula transldcida. A partir de estos re-
sultados se seleccioné el sistema acetona-hexano
con la velocidad 1,0 mL/min como el mis adecua-
do, por producir una separacién lenta del polimero
y, ademis, el depésito uniforme de éste sobre el
balén, sin inducir la precipitacién del mismo en
forma de agregados.

Paralelamente al presente trabajo, en el La-
boratorio de Control Biolégico del Centro de
Biotecnologia y Bioindustrias de CORPOICA se
estd desarrollando un sistema de produccién viral

eficiente, que permita disponer del virus (principio
activo) requerido para el desarrollo de los ensayos
de microencapsulacién con Eudragit S100%, utili-
zando los diferentes parimetros determinados en
este estudio.

CONCLUSIONES

El presente trabajo permitié establecer algunas
condiciones con potencial para desarrollar un
sistema de microencapsulacién de un nucleopo-
liedrovirus de S. frugiperda con el polimero pH
dependiente Eudragit S100® mediante el método
de coacervacién. El sistema seleccionado fue el
siguiente: concentracién de polimero 0,50 %, la
pareja de solventes acetona-hexano, la relaciéon de
solvente—no-solvente 1:3 y la velocidad de adicién
1,0 mL/min.
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