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DESCRIPCION
Procedimiento de preparacién microcapsulas por coacervacion.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para preparar microcapsulas por coacervacion y al uso de
transglutaminasa para la reticulacion en coacervacion de complejos. La presente invencion se refiere adicionalmente a
los procedimientos de coacervacion en los que se afiade un material a encapsularse a una solucion que comprende al
menos un coloide por debajo de la temperatura de gelificacion del coloide.

Antecedentes de lainvencidn y problemas a resolver

Las tipicas etapas de los procedimientos de coacervacion implican generalmente (a) emulsion de un material
generalmente hidréfobo en una solucién que comprende hidrocoloides, (b) coacervacion (separacion de fase) que
implica la formacion de una fase de coacervados (c) formacion de pared por agregacion de hidrocoloides alrededor de
gotitas de material hidrofobo emulsionado y (d) endurecimiento de pared, que se logra generalmente reticulando el
hidrocoloide que forma la pared volviendo asi el proceso irreversible y haciendo a las microcapsulas resultantes
insolubles en agua, resistentes a estrés mecanico y a exposicion a calor.

La etapa de formacién de pared esta dirigida generalmente por la diferencia de tension superficial entre la fase de
coacervados, el agua y el material hidréfobo. En la mayoria de los procedimientos de coacervacién industrial, uno de
los hidrocoloides usados en los procedimientos de coacervacion esta seleccionado de proteinas gelificables. Estos
son mas faciles de usar y menos propensos a agregacion después de formacion de la pared cuando la temperatura
esta por debajo de la temperatura de gelificacién, si se comparan con hidrocoloides no gelificables. La gelificacién, a
su vez, generalmente se provoca bajando la temperatura de la mezcla de reaccién por debajo del punto de gelificacion
del hidrocoloide gelificable. Este principio bien reconocido esta ilustrado en el documento de los EE.UU. 2,800,457,
donde el procedimiento de una coacervacién de complejos se revela en detalle. En la columna 1 esta escrito: La
mezcla puede elaborarse asi formando un sol acuoso de un coloide, emulsionando el aceite seleccionado en ello y
mezclando la emulsién con un sol acuoso de otro coloide, o los dos soles pueden elaborarse y mezclarse y el aceite
puede emulsionarse en ello. [...] Las etapas del procedimiento, a partir de la etapa de gelificacion, se llevan a cabo con
los ingredientes a una temperatura por encima del punto de gel de los materiales de coloide usados y la gelificacion se
provoca enfriando.

De forma similar, los documentos GB 920,868 y WO 2004/022220 A1 revelan ambos formar las emulsiones, que
incluyen el material hidréfobo a encapsularse, a una temperatura por encima del punto de gel.

Hoy, aun se estén llevando a cabo muchos procedimientos de coacervacion industrial de acuerdo con este principio.
En vista de esto, es un objetivo de la presente invencion establecer diferentes maneras de elaborar microcapsulas por
coacervacion. En particular, es un objetivo de la invencion reducir la duracion de la etapa de calentamiento y acortar el
tiempo general del procedimiento.

Un objetivo adicional de la presente invencion se refiere a la etapa de endurecimiento de la pared. Durante algunos
afios ya, se ha hecho un esfuerzo para reemplazar glutaraldehido y formaldehido, debido a su toxicidad, como
agentes endurecedores por tratamiento enzimatico con transglutaminasa para reticular el hidrocoloide. La
transglutaminasa es una enzima que tiene su temperatura éptima en el intervalo de 45-55°C y su pH optimo a
aproximadamente 6-7.

De acuerdo con ello, los documentos US 6,475,542 B1 y US 6,592,916 B2 revelan procedimientos de coacervacion
simples, en los que la etapa de reticulacion se comienza a 30°C pero después se lleva a cabo a una temperatura
elevada de 40°C, estando cerca de la temperatura éptima de la enzima. En estas referencias se menciona que la
reaccion enzimatica se lleva a cabo usualmente a 10 a 60°C.

En el documento EP 0,856,355 A2 se describe un procedimiento de coacervacion de complejos con reticulacion por
transglutaminasa. De acuerdo con esta ensefianza, la temperatura durante la reticulacion en coacervacion de
complejos se puede ajustar a 20°C a 27°C o a5 a 10°C, pero preferentemente a lo ultimo. A esta temperatura baja, se
ajusta preferentemente el pH al pH 6ptimo, es decir, 7. Asimismo, en el documento de los EE.UU. 6,969,530 B1, la
reticulacion se lleva a cabo a temperaturas muy bajas, preferentemente aproximadamente 5°C.

En vista de la técnica anterior respecto a reticulacion por transglutaminasa es un objetivo proporcionar un
procedimiento de coacervacion en el que la transglutaminasa se use en condiciones que son diferentes de aquellas
reveladas hasta ahora. En particular, es un objetivo proporcionar un procedimiento industrialmente viable de
microencapsulacion por coacervacion de complejos a temperaturas que no requieran enfriamiento prolongado y/o
calentamiento prolongado a temperaturas extremas. Es un objetivo realizar reticulacion a temperaturas ambiente o
ligeramente por encima de la temperatura ambiente, pero aun por debajo del 6ptimo enzimatico de 50°C, con el fin de
evitar el gasto de energia por calentamiento excesivo. Especialmente con la etapa de endurecimiento por
transglutaminasa, que generalmente toma de 5 a 24 horas y asi es la etapa mas larga del procedimiento de
elaboracion completa, hay un interés vital en evitar el mantenimiento de temperaturas elevadas (30°C o por encima) o
de temperaturas por debajo de la temperatura ambiente (10°C o inferiores). En otras palabras, es un objetivo de la
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presente invencion proporcionar un procedimiento mas seguro y mas economico general para fabricar microcapsulas
por coacervacion.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar un procedimiento que es Util para encapsular una gran variedad
de materiales diferentes, incluyendo compuestos altamente volatiles y/o compuestos sensibles al calor. Los aromas y
las fragancias caen frecuentemente en esta categoria. Es un objetivo particular reducir la pérdida de componentes
volatiles del material a encapsularse durante el procedimiento de encapsulacion. Por esta razén es un objetivo
proporcionar un procedimiento de microencapsulacion a temperaturas comparativamente bajas, evitando asi la
pérdida de volatiles por evaporacion. Ademas, principios bioactivos tales como aromas, fragancias, farmacos, por
ejemplo, comprenden compuestos sensibles al calor. Para evitar degradacion de tales compuestos, los
procedimientos de encapsulacion a baja temperatura proporcionarian una ventaja adicional.

Ademas, la presente invencion tiene el objetivo de proporcionar micro-capsulas que satisfagan los requerimientos
religiosos y/o nutricionales en todo el mundo. En particular, la presente invencion tiene el objetivo de usar
hidrocoloides y en particular gelatina que es gelatina kosher y/o halal.

A este respecto, el documento WO 96/20612 desvela el uso de gelatina de pescado de peces de agua caliente en
procedimientos de coacervacion. De acuerdo con ello, se ensefia que la microencapsulacion por coacervaciéon de
complejos ha de llevarse a cabo a temperaturas elevadas, notablemente a temperaturas de aproximadamente
33-35°C. Mientras la etapa de "microencapsulacion” en esta referencia se refiere probablemente a la etapa de
formacion de paredes, ella llega a ser de nuevo un objetivo de la presente invencion para elaborar micro-capsulas a
temperaturas mas bajas y asi, en una manera mas econoémica. Es en general un objetivo de la presente invencion
usar gelatina de pescado de peces de agua caliente en un procedimiento de coacervacién, debido a que se ha
mostrado que proporciona paredes de capsulas que tienen buena resistencia al calor y estabilidad fisica frente a
fuerzas de cizallamiento. Ademas, la gelatina de pescado, dado que es kosher, es susceptible de obtener el estatus de
halal.

Dado que la temperatura de gelificacion de gelatina de pescado de peces de agua caliente esta generalmente por
encima de 27°C, parece, de acuerdo con el conocimiento actual, virtualmente imposible llevar a cabo un
procedimiento de coacervacion por debajo de esta temperatura. Es asi un objetivo de la presente invencion usar
gelatina de pescado de peces de agua caliente en procedimientos de coacervacion y en particular en procedimientos
de coacervacion de complejos y al mismo tiempo, llevar a cabo la etapa de micro-encapsulacion (formacion de pared)
por debajo de las temperaturas indicadas en la técnica anterior.

Sumario de lainvenciéon

De forma notable, los presentes inventores encontraron que en los procedimientos de coacervacion, la etapa de
afiadir un material hidréfobo a una solucion hidrocoloidal se puede llevar a cabo a temperaturas por debajo de la
temperatura de gelificacion de una fase de coacervados, comprendiendo la ultima generalmente gelatina. En marcado
contraste con la ensefianza de acuerdo con el conocimiento general, la formacion de la pared de las microcapsulas
obtenida por coacervacion puede iniciarse por debajo de la temperatura de gelificacion de la fase de coacervados
basada en gelatina.

De acuerdo con ello, en un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de micro-encapsular
un material hidréfobo por coacervacion, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

- preparar una solucién hidrocoloidal disolviendo al menos una proteina y, opcionalmente, un polimero no
proteico, en agua;

- enfriar la solucién hidrocoloidal a una temperatura por debajo de la temperatura de gelificacion de una fase de
coacervados basada en la proteina;

- preparar, después de la etapa de enfriamiento, una emulsion y/o suspensién emulsionando y/o suspendiendo
un material hidréfobo en la solucion;

- formar una pared coloidal que comprende proteina alrededor de gotitas y/o particulas del material hidréfobo
presente en una emulsion y/o suspension; y,

- reticular la pared coloidal.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento de preparar microcapsulas por
coacervacion de complejos, comprendiendo el procedimiento la etapa de reticular una pared hidrocoloidal de las
microcapsulas con transglutaminasa a una temperatura en el intervalo de 13-25°C y a un pH en el intervalo de 4-6,5.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento de preparar microcapsulas por coacervacion de
complejos, el procedimiento comprende la etapa de reticular un pared hidrocoloidal que comprende gelatina de
pescado de peces de agua caliente con transglutaminasa, a una temperatura en el intervalo de 13-25°C.
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Una ventaja importante de la presente invencion reside en el hecho de que en gran medida, el procedimiento de
coacervacion de la presente invencién puede ser realizado, si se desea, a temperatura ambiente (TA = 25°C) o a
temperaturas ligeramente por encima o por debajo de las temperaturas ambiente, por ejemplo, £10°C de TA. De
acuerdo con ello, el gasto de energia requerido de lo contrario para enfriamiento y/o calentamiento puede
minimizarse. Ademas, la pérdida por evaporacion de principios volatiles y/o degradacion térmica se puede reducir si el
procedimiento se lleva a cabo en la ausencia de calentamiento de gran alcance. En particular, el procedimiento tiene
en cuenta llevar a cabo aquellas etapas que implican el material hidréfobo opcionalmente volatil y/o térmicamente
sensible a temperaturas relativamente bajas, mientras que otras etapas, tales como disolver hidrocoloides, pueden
llevarse a cabo aun a temperaturas elevadas.

Sorprendentemente, en el procedimiento de la presente invencidn, si la separacion de fase se provoca bajando el pH,
la etapa de reticulacion puede llevarse a cabo a aproximadamente la fase de ajuste de pH para la separacion de fase.
De acuerdo con ello, se puede reducir el ajuste repetitivo de pH al 6ptimo de la etapa respectiva.

Sorprendentemente, la presente invencién proporciona el uso de gelatina de pescado de peces de agua caliente y la
reticulacion por transglutaminasa, que conlleva ventajas en términos de seguridad en general asi como en estatus
halal y kosher.

Breve descripciéon de los dibujos

Figura 1 muestra la evolucion de temperatura y velocidad de agitacion asi como las etapas de procedimiento principal
en el curso del procedimiento de acuerdo con la presente invencion. La Etapa A es la preparacion de una solucion
diluida de goma arabiga y gelatina, B representa una etapa de enfriamiento rapido, C hace referencia a la introduccion
de la fase aceitosa, durante la fase, D, la temperatura se mantiene a 25°C y durante la etapa E tiene lugar el
enfriamiento a la temperatura final.

Figura 2 es una vista microscopica de las microcapsulas obtenidas en el Ejemplo 2.
Figura 3 es una vista microscopica de las microcépsulas obtenidas en el Ejemplo 3.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencion proporciona el procedimiento de micro-encapsular un material hidréfobo por coacervacion. Un
material hidréfobo, para el propédsito de la presente invencion, puede estar en el estado liquido o sdlido durante el
procedimiento de la invencion. Preferentemente, es liquido. Los materiales hidréfobos se consideran generalmente
como materiales que no son miscibles en agua a 25°C y, cuando se afiaden a ella, forman una fase hidréfoba,
separada. Para el propésito de la presente invencion, el término material hidréfobo incluye material que esta en el
estado sélido a las temperaturas generalmente empleadas en procedimientos de coacervacion, es decir, a menos de
o igual a aproximadamente 50°C. Tal material sélido puede estar presente en forma de cristales, por ejemplo.
Preferentemente, si el material sélido se licia calentando por encima de su punto de fusién, ello forma una fase
separada en agua a esa temperatura.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el material hidréfobo comprende aromas,
fragancias, grasas, aceites, potenciadores de tacto en la boca, nutracéuticos, farmacos, otros componentes bioactivos
0 mezclas de los mismos.

Los términos "aromas" y "fragancias" como se usan en el presente documento se estima que definen una diversidad
de materiales de aromas y fragancias tanto de origenes sintéticos como naturales. Estos incluyen compuestos
individuales o mezclas. Ejemplos especificos de tales componentes puede encontrarse en la bibliografia, por ejemplo
en el Handbook of Flavor Ingredients de Fenaroli, 1975, CRC Press; Synthetic Food Adjuncts, 1947 por M.B. Jacobs,
editado por van Nostrand; o Perfume and Flavor Chemicals por S. Acrtander 1969, Montclair, N.J. (Estados Unidos).
Estas sustancias se conocen por la persona experta en la técnica de perfumar, condimentar o aromatizar los
productos del consumidor, es decir de impartir un olor y/o aroma o sabor a un producto de consumidor
tradicionalmente perfumado o aromatizado, o de modificar el olor y/o el sabor del producto del consumidor.

Los nutracéuticos son materiales comestibles tales como alimentos o ingredientes de alimentos que proporcionan
beneficio médico o de la salud a un individuo humano o animal tras el consumo. Los nutracéuticos incluyen, por
ejemplo, acidos grasos poliinsaturados y/o aceites que los comprenden, vitaminas, minerales, co-enzima Q, carnitina,
extractos boténicos, por ejemplo de gingseng, Ginko biloba, hipérico, sabal, alimentos funcionales tales como avena,
salvado, psilio, ligninas, prebidticos, aceite de colza y estanoles, por ejemplo. Preferentemente, el material hidréfobo
comprende aromas y/o fragancias. Muchos principios bioactivos, pero en particular aromas y/o fragancias, o
composiciones de aromas y/o fragancias, tienen una alta proporcion de compuestos y/o componentes volatiles.

De acuerdo con ello, en una realizacion, el ingrediente comprende al menos el 5% en peso, preferentemente al menos
el 10% en peso, preferentemente al menos el 20% en peso, mas preferentemente al menos el 30% en peso y lo mas
preferentemente el 40% en peso de compuestos quimicos que tienen una presion de vapor de > 0,007 Pa a 25°C.
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Preferentemente, al menos el 10% en peso tienen una presién de vapor de > 0,1, mas preferentemente, al menos el
10% en peso tienen una presion de vapor > 1 Pa a 25°C, y lo mas preferentemente al menos el 10 % en peso tienen
una presion de vapor de > 10 Pa a 25°C. El valor de 0,007 Pa a 25°C se selecciona debido a que ello comprende la
mayoria de los compuestos usados por el quimico de perfumes y/o perfumista. Los compuestos que reunen estos
criterios se considera generalmente que tienen un caracter volatil. Ademas, los compuestos que permanecen inodoros
debido a una menor volatilidad se excluyen. El limite del 10% en peso de tales compuestos se considera que
constituye una parte sustancial del ingrediente. El procedimiento de la presente invencion, sin embargo, tiene en
cuenta encapsulacién eficiente de mas ingredientes volatiles que estan presentes en cantidades mayores de los
ingredientes totales.

Para el objeto de la presente invencién y por conveniencia, la presién de vapor se determina por calculo. De acuerdo
con ello, el procedimiento revelado en "EPI suite"; 2000 U.S. Environmental Protection Agency, se usa para
determinar el valor concreto de la presién de vapor de un compuesto o componente especifico del ingrediente. Este
programa informatico esta libremente disponible y se basa en los valores promedio de presiones de vapor obtenidas
por diversos procedimientos de diferentes cientificos.

El compuesto de fragancia limoneno se aduce para ilustrar la determinacion de presion de vapor por calculo:
aplicando el procedimiento "EPI suite", se calcula el limoneno para tener una presion de vapor de aproximadamente
193 Pa a 25°C.

Uno de los procedimientos de la presente invencion comprende la etapa de preparar una soluciéon hidrocoloidal
disolviendo al menos una proteina y opcionalmente un polimero no proteico en agua. Preferentemente, el polimero no
proteico se carga de forma opuesta a la proteina. La palabra "comprender" o "comprendiendo”, para el propdsito de la
presente invencion se desea para querer decir "incluyendo entre otros". No se desea para querer decir "consistiendo
sélo en".

La presente invencion comprende coacervacion "simple" y "de complejos". En la coacervacion simple, la proteina sola
se usa para formar una pared de capsula como separacion de fase que esta teniendo lugar. La coacervacion de
complejos se refiere a procedimientos en los que un polimero no proteico cargado generalmente de forma opuesta y
un polimero proteico forman conjuntamente la pared de la capsula. De acuerdo con los principios de coacervacion de
complejos el procedimiento de la presente invencion proporciona la adicién opcional de un polimero de proteina
cargado de forma opuesta, preferentemente un polisacarido, a la solucién hidrocoloidal.

El término coloides generalmente se refiere a hidrocoloides, es decir sustancias poliméricas que pueden disolverse en
agua, opcionalmente a temperaturas elevadas hasta 90°C, por ejemplo. Estas abarcan polimeros tales como
proteinas, polisacaridos y poliacidos, por ejemplo, que se conocen generalmente por ser Utiles en procedimientos de
coacervacion.

Los polimeros no proteicos tipicos utiles en procedimientos de coacervacion de complejos incluyen, en particular,
polimeros cargados negativamente. Por ejemplo, pueden seleccionarse a partir de goma arabiga, xantana, sales de
alginato, derivados de celulosa, por ejemplo carboximetilcelulosa, sales de pectinato, carragenina, &cido poliacrilico y
metacrilico, y/o mezclas de los mismos. Productos no proteicos adecuados adicionales se pueden derivar de la
bibliografia, por ejemplo del documento WO 2004/022221, pagina 4, lineas 27-29.

Las proteinas utiles en los procedimientos de coacervacion incluyen albuminas, globulinas vegetales y gelatinas. El
peso molecular de las proteinas esta tipicamente en el orden de 40.000 a 500.000 preferentemente 20.000 a 250.000.
Algunos agregados de proteinas, sin embargo, pueden tener pesos moleculares del orden de millones.

Preferentemente, la proteina es una gelatina. Es preferible usar gelatina que tenga buenas propiedades
fisicoquimicas y quimicas como se tipifica por buena capacidad de formacién de peliculas, propiedades anfoteras, la
controlabilidad de la cantidad de cargas por pH, y, preferentemente, la aparicion del cambio de solucién a gel a una
temperatura critica. Indicado especificamente, se puede emplear cualquier gelatina que satisfaga la especificacion
para usar en produccion de microcapsulas.

La gelatina puede ser gelatina de pescado, de cerdo, de ternera, y/o de aves de corral, por ejemplo. De acuerdo con
una realizacién preferida, la proteina es gelatina de pescado, de ternera o de aves de corral. De acuerdo con una
realizacién mas preferida, la proteina es gelatina de pescado de peces de agua caliente. Preferentemente, la gelatina
de pescado de peces de agua caliente tiene un valor de Bloom desde aproximadamente 150 a aproximadamente 300
bloom, mas preferentemente desde aproximadamente 200 hasta aproximadamente 300 bloom. Preferentemente, la
gelatina de pescado de peces de agua caliente tiene > 250 bloom. De acuerdo con el conocimiento general, los peces
de agua caliente son peces que son capaces de tolerar agua por encima de los 27°C durante un tiempo prolongado.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencién la proteina es halal. De acuerdo con una realizacién
preferida adicionalmente la proteina es kosher.

Preferentemente, en la solucion hidrocoloidal acuosa, la proteina esta presente en una cantidad desde 0,5-3,5% en
peso, preferentemente 1-2% en peso.
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Si esta presente, el polisacarido esta presente en cantidades desde 0,5-3,5%, preferentemente 1-2% en peso en la
solucion acuosa.

Las concentraciones anteriores pueden obtenerse después de una etapa de dilucidon opcional durante la que las
soluciones de reserva mas concentradas se llevan a concentraciones utiles para las etapas de inducir la formacién de
la fase de coacervados y/o de formar paredes de capsulas. Una ventaja de empezar a partir de soluciones de reserva
mas concentradas es que el tamano de particulas de emulsién puede controlarse mas facilmente en soluciones
hidrocoloidales mas concentradas. De acuerdo con una realizacién preferida, los procedimientos de la presente
invencion comprenden una etapa de inducir la formacién de una fase de coacervados. La fase de coacervados esta
basada generalmente en la proteina, y opcionalmente, en el compuesto no polimérico. Esta etapa se refiere también
como separacion de fase. Esta etapa puede llevarse a cabo preferentemente modificando, preferentemente
disminuyendo, el pH a o por debajo de el punto isoeléctrico de la proteina. Si un polimero no proteico, por ejemplo un
polisacarido esta presente, el pH esta preferentemente ajustado de tal forma que las cargas positivas de la proteina
estén neutralizadas por las cargas negativas del polimero no proteico.

La separacion de fase se puede inducir por diversas otras vias, en general cambiando el ambiente fisicoquimico de la
solucion. Dependiendo del tipo de procedimiento de coacervacion (simple; de complejos) se pueden aplicar diferentes
modos de inducir separacion de fase. Por ejemplo, la separacion de fase se puede realizar por precipitacion de
proteina por sales, afiadiendo un segundo componente de peso molecular alto tal como para inducir separacion de
fase entrépica del material de pared, por ejemplo.

Los procedimientos de la presente invencion puede comprender la etapa de enfriar la solucidn hidrocoloidal a una
temperatura por debajo de la temperatura de gelificacion de una fase de coacervados basada en la gelatina. En
procedimientos de coacervacién simples, la fase de coacervados esta libre de un polisacarido, mientras que en los
procedimientos de coacervacién de complejos la fase de coacervados comprende la proteina y al menos un
polisacéarido. Por conveniencia, para el propoésito de la presente invencion, la temperatura de gelificacion de la proteina
gelificable usada en el procedimiento de coacervacion de la presente invencion se considera que es igual a la
temperatura de gelificacion de la fase de coacervados de la presente invencion.

La determinacién de la temperatura de gelificacion de la proteina gelificable, preferentemente gelatina, necesita
establecerse, en parte mediante experimento. Para el propdsito de la presente invencion, la temperatura de
gelificacion corresponde a la temperatura critica Tc descrita por Normand V. y Parker A. en "Scaling the Dynamics of
Gelatin Gels", 3rd International Symposium on Food Rheology and Structure, 2003, 185-189.

La temperatura Tc para cualquier proteina gelificable dada corresponde a la temperatura a la que las dinamicas de
formacion del gel exceden las dinamicas de fusion del gel en un sistema. De forma interesante, como se indica por
Normand y Parker en 2003, la temperatura critica para cualquier proteina gelificable es independiente de la
concentracion, a pesar del impacto de la ultima en las cinéticas de formacion de gel.

De acuerdo con ello, para el propésito de la presente invencion, la temperatura de gelificacion, Tc, con una exactitud
de +£1°C, se determind sobre la base de la ecuacién 1 en Normand y Parker, 2003:

i) S

Ecuacion 1

en la que ¢ es la temperatura reducida, € = 1-T/Tc en °C, C es la concentracion expresada como fraccion de peso, t es
tiempo y g(x) es una funcién escalante que define la forma de la curva maestra de acuerdo con Normand y Parker
(2003). Los cuatro exponentes y la concentracion critica, Cc, son parametros de ajuste. Para el propésito de la
presente invencion, los exponentes se considera que son constantes, es decir, a = 3,2, =-9,3, y=2,3yv =-2,6. Cc
se considera que es 0. Estos valores se usan como simplificacion aproximada pero se encuentra que generalmente se
ajustan a la situacién encontrada con la mayoria de gelatinas.

Los valores para determinar G(t), el unico elemento desconocido para calcular Tc, se miden experimentalmente, de
acuerdo con el ajuste experimental proporcionado en lo siguiente.

De acuerdo con ello, un redémetro Physica MCR 300 se emplea (Anton Paar GmbH, Alemania, www.anton-paar.com),
ajustado con una geometria de cono de 2°C de angulo, 5 cm de diametro y de placa. El intervalo es 50 um. Se hacen
medidas oscilatorias a una frecuencia de 1 Hz y a una tension constante del 1%.

Se realizan cuatro (4) experimentos individuales para una duracién de 20 horas, durante las que se controla la
formacion de gel. A partir de estos experimentos, se puede establecer una curva maestra, a partir de la que la
temperatura critica, Tc, se puede deducir siguiendo Normand y Parker (2003). En particular, se preparan cuatro
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soluciones acuosas de proteinas gelificables, dos de las cuales estan a concentraciones del 5% en peso, las otras dos
al 10% en peso. Las soluciones se preparan disolviendo la gelatina en agua calentando la soluciéon a 60°C vy
manteniendo la temperatura durante 30 minutos en condiciones de agitacion luminica. Después esto, las soluciones
se enfrian a una velocidad de 2°C/min a las temperaturas de ensayo.

Para cada una de las dos concentraciones, se probaron dos temperaturas experimentales, 15°C y 20°C,
respectivamente.

Empezando desde el momento en que se alcanza la temperatura experimental para una muestra dada, se hacen
medidas reoldgicas de G(t) por oscilacién como se indica anteriormente. El valor obtenido para G(t) caracteriza la
resistencia mecanica proporcionada por un gel que se esta formando. Se toman medidas de G(t) durante un total de
20 horas, cada minuto en la primera hora, cada 10 minutos en la segunda hora y una cada hora desde el comienzo de
la tercera hora. A partir de los valores obtenidos de las medidas a lo largo del tiempo de cada una de las cuatro
muestras, se pueden establecer las curvas similares a la Figura 1 de Normand y Parker (2003). La temperatura critica
es la temperatura Tc a la que se obtiene el mejor ajuste para el valor medido, estando constantes otros parametros
(Cc, a, B, u, v). El mejor ajuste esta representado por una curva maestra basada en la Ecuacion 1, que corresponde a
la Figura 2 de Normand y Parker (2003). De este modo, la temperatura critica se determina a una precision de + 1°C,
segun se menciona. De acuerdo con ello, a partir del ajuste experimental anterior en conjuncion con la Ecuacion 1, la
temperatura de gelificacion critica de una proteina gelificable dada se puede establecer. De acuerdo con un
procedimiento de la presente invencidn, la solucién hidrocoloidal que comprende la proteina gelificable se enfria por
debajo de esta temperatura, que se toma para ser la temperatura de gelificacion de la fase de coacervados.

Para ilustracion, se puede decir que la temperatura de gelificacion exacta, sin embargo, esta generalmente en el
intervalo de 29°C-36°C. La temperatura de gelificacion exacta, sin embargo, de cualquier gelatina seleccionada de
cualquier gelatina de cerdo, de ternera, de aves de corral o de pescado de peces de agua caliente, por ejemplo, puede
determinarse por la metodologia anterior. De acuerdo con la presente invencion, la temperatura de la solucién se
reduce preferentemente a o por debajo de estas temperaturas. De acuerdo con uno de los procedimientos de la
presente invencion, esta etapa de enfriamiento tiene lugar antes de afiadir el material hidréfobo como se detalla
adicionalmente a continuacion. De acuerdo con ello, la solucidon se enfria a 0-5°C, preferentemente 1-4°C, mas
preferentemente 2-3°C por debajo de la temperatura de gelificacion de la gelatina usada antes de afiadir el material
hidrofobo.

Segun una realizacion preferida, el material hidréfobo se afiade a la solucidn con la solucién teniendo una temperatura
en el intervalo de 22-33°C, preferentemente 24-32°C. La temperatura exacta dependera de la temperatura de
gelificacién de la proteina particular usada, como se indica anteriormente en el ejemplo de proteinas gelificables tales
como gelatina.

Los procedimientos de la presente invencion pueden comprender la etapa de preparar, después de la etapa de
enfriamiento, una emulsion y/o suspension emulsionando y/o suspendiendo un material hidréfobo en la solucion.
Preferentemente, la etapa de enfriamiento antes de la adicidon de afiadir material hidréfobo por suspension o emulsion
se lleva a cabo comparativamente rapido. Por ejemplo, esta etapa de enfriamiento preferentemente tiene lugar a
aproximadamente 1,4 a 4°C/min, preferentemente a 1,8 a 2,5°C/min.

La emulsién y/o la suspension puede estar preparada en una forma convencional. Preferentemente, el material
hidréfobo se afiade lentamente durante 3-10 min, preferentemente 4-6 min, con un agitador ajustdndose a 300-400
rpm. Por un ajuste de la velocidad del agitador, el tamafio de gotitas emulsionadas de material hidréfobo se puede
ajustar a un diametro promedio de 20-1000 pym, preferentemente 100-800, mas preferentemente 150-700 um y lo mas
preferentemente de 250-350 um. El promedio se refiere a la media aritmética. Por simplicidad, el diametro de las
gotitas emulsionadas o de las particulas suspendidas se toma segun el tamafio de las microcapsulas de la presente
invencion.

Los procedimientos de la presente invencion puede comprender una etapa de formar una pared coloidal que
comprende la proteina alrededor de las gotitas del material hidréfobo presente en una emulsion y/o suspension. Esta
etapa tiene lugar espontdneamente una vez se induce la etapa de formacion de una fase de coacervados.

Los procedimientos de la presente invencion comprenden preferentemente una etapa de reticular la pared coloidal. La
reticulacion se puede llevar a cabo de cualquier manera, por ejemplo afiadiendo cantidades suficientes de
formaldehido y/o de glutaraldehido. Preferentemente, sin embargo, la reticulacion se lleva a cabo enzimaticamente.
De acuerdo con una realizacion preferida, la reticulacion se lleva a cabo con la enzima Transglutaminasa.
Preferentemente, se afiade transglutaminasa a las 10-100, preferentemente a las 30-60 unidades de actividad por
gramo de gelatina. Esta enzima esta bien definida y es obtenible comercialmente. La temperatura 6ptima de
espécimen comercialmente disponible de esta enzima esta generalmente por encima de los 40°C. De acuerdo con
ello, es una ventaja de la presente invencion que la reticulaciéon se lleve a cabo a temperaturas ambiente, o, a
temperaturas ligeramente enfriadas y/o calentadas, por ejemplo, relativamente cerca de la temperatura 6ptima de la
enzima.
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De acuerdo con una realizacién de la invencion, reticulacion, en particular con transglutaminasa, se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 11-27°C. Por ejemplo, la reticulacion puede tener lugar a una temperatura en el rango
de 11-27°C, preferentemente 12-26°C, mas preferentemente 13-25°C, incluso mas preferentemente 14-24°C, por
ejemplo 14-22°C. De forma similar, el pH durante la etapa de reticulacion esta preferentemente ajustado a un nivel al
que se puede llevar a cabo efectivamente la reticulacion. Por ejemplo, si la reticulacion esta catalizada por la accion de
transglutaminasa, el pH puede ajustarse preferentemente a 3-8, preferentemente 3,5-7. De acuerdo con una
reticulacion preferida, el pH esté ajustado a 3,5-6.5, preferentemente 4-6, lo mas preferentemente a 4-5,5. Una ventaja
de la presente invencién es que la reticulacion tiene lugar a aproximadamente el mismo pH que la iniciacion de la
separacion de fase, como se induce preferentemente por disminucion de pH. El hecho de que no sea necesario ajuste
de pH o sdélo sea necesario ajuste de pH opcional reduce una etapa de procedimiento adicional y asi constituye una
ventaja adicional de la presente invencién. Las microcapsulas producidas por los procedimientos de la presente
invencion se pueden usar en muchas clases de aplicaciones o productos finales del consumidor, por ejemplo aquellos
en el campo de los aromas y fragancias. En particular, se pueden usar para la aromatizaciéon de las aplicaciones de
coccién, carne, tabaco, fritada y enlatado (procesamiento térmico). Por otro lado, en el campo de la perfumeria, se
pueden usar para el perfumado de diversos productos del consumidor tales como limpiadores del hogar, toallitas
prehumedecidas y productos de cuidado personal. Por lo tanto, las composiciones perfumantes o aromatizantes que
comprenden microcapsulas de acuerdo con la invencién, opcionalmente conjuntamente con otros ingredientes
perfumantes o aromatizantes, son también aspectos de la presente invencion.

Modos de llevar a cabo la invencién

La invenciéon se describira ahora para propésitos meramente ilustrativos pero no limitativos en los ejemplos a
continuacion.

Ejemplo 1

Microencapsulacion de limoneno dentro de una cascara hidrocoloidal por un procedimiento de coacervacién de
complejos

Gelatina de pescado de peces de agua caliente (200 Bloom, proporcionada por Weishardt) que tiene una temperatura
de gelificacion de 27°C y goma arabiga (Efficacia®, desde CNI) se usan como los hidrocoloides. Una solucién de
reserva de gelatina (solucion A) se prepara mezclando 180 g de agua caliente desionizada y 20 g de gelatina en un
recipiente hasta que se disuelve completamente; la solucidon se mantiene después a 40°C. Una solucién de reserva de
goma arabiga (solucién B) se prepara mezclando 180 g de agua fria desionizada y 20 g de goma arabiga en un
recipiente hasta que se disuelve completamente; la solucién se calienta y guarda después a 40°C.

Se mezclan 105,4 g de solucion A con 70,3 g de solucion B en un recipiente sometido a agitacion suave (la proporcion
gelatina/goma arabiga es 1,5:1). El pH se ajusta a 4,6 con una solucion lactica acuosa al 50% p/p.

Se afiaden 70,3 g de limoneno lentamente a la mezcla de gelatina y goma arabiga y se homogeneizan con un agitador
a 350 RPM durante 5 minutos, tal como para alcanzar un tamario de gotitas promedio de 300 um.

El sistema se diluye después por la adicion de 354,1 g de agua desionizada caliente, que lleva la concentracién
hidrocoloide total al 3,5% p/p. La mezcla se enfria finamente a 20°C a una velocidad de 0,5°C/min. La velocidad de
agitacion se disminuye ligeramente, el pH se ajusta a 4,5 y se afiaden 4,22 g de transglutaminasa (ACTIVA® WM
proporcionada por Ajinomoto, que tiene 100 UA/g de enzima) a la mezcla. La reticulacion se deja continuar durante
toda una noche a 20°C.

De este modo, se adquiere una suspension acuosa de microcapsulas.
Ejemplo 2

Microencapsulacién _por_procedimiento de coacervacién de complejos-Adicion de limoneno por_debajo de la
temperatura de gelificacion

Gelatina de pescado de peces de agua caliente (200 Bloom, proporcionada por Weishardt) que tiene una temperatura
de gelificacién de 27°C y goma arabiga (Efficacia ®, desde CNI) se usan como los hidrocoloides. Se prepara una
solucién de reserva de gelatina (solucion A) mezclando 180 g de agua caliente desionizada y 20 g de gelatina en un
recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucidon se mantiene después a 40°C. Una solucién de
reserva de goma arabiga (solucion B) se prepara mezclando 180 g de agua desionizada fria y 20 g de goma arabiga
en un recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucion se calienta después y se mantiene a 40°C.

Se mezclan 105,4 g de solucién A con 70,3 g de solucién B en un vaso en agitacion suave (la proporcion
gelatina/goma arabiga es 1,5:1). El sistema se diluye por la adiciéon de 354,1 g de agua caliente desionizada, que lleva
la concentracién de hidrocoloides total a 3,4% p/p. La solucion se mantiene al 40°C y el pH se ajusta a 4,6 con una
solucidn lactica acuosa al 50% p/p. La mezcla se enfria después rapidamente a 25°C a una velocidad de 2°C/min.
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A 25°C, se afaden lentamente 70,3 g de limoneno a la mezcla de gelatina y goma arabiga y se homogeneizan con un
agitador a 350 RPM durante 5 minutos, tal como para alcanzar un tamafo de gotitas promedio de 300 ym. La
emulsién se mantuvo después a 25°C durante 20 min y finalmente se enfria lentamente a 20°C a una velocidad de
0,1°C:min”". La velocidad de agitacion se disminuye ligeramente; el pH se ajusta a 4,5 y se afaden a la mezcla 4,22 g
de transglutaminasa (ACTIVA® WM proporcionada por Ajinomoto). La reticulacion se deja continuar durante toda una
noche a 20°C.

Las microcapsulas asi obtenidas se muestran en Figura 1. Las microcapsulas tienen un diametro promedio de 250
pm. La Figura 2 ilustra la evolucion del procedimiento en términos de temperatura y velocidad de agitacién a lo largo
del tiempo.

Ejemplo 3

Microencapsulacién por procedimiento de coacervacion de complejos con gelatina de cerdo

La gelatina de cerdo de tipo A (275 Bloom), que tiene una temperatura de gelificacion por encima de 32°C, establecida
de acuerdo a la metodologia dada en la descripcion y goma arabiga (Efficacia®, desde CNI) se usan como los
hidrocoloides. Una solucion de reserva de gelatina (solucion A) se prepara mezclando 180 g de agua caliente
desionizada y 20 g de gelatina en un recipiente hasta que ello esta completamente disuelto; la solucion se mantiene
después a 40°C. Una solucion de reserva de goma arabiga (solucion B) se prepara mezclando 180 g de agua
desionizada y 20 g de goma arabiga en un recipiente hasta que ello esta completamente disuelto; la solucion se
calienta después y se mantiene a 40°C.

Se mezclan 105,4 g de solucion A con 70,3 g de solucion B en un recipiente sometido a agitacion suave (la proporcion
gelatina/goma arabiga es 1,5:1). El sistema se diluye por la adiciéon de 354,1 g de agua caliente desionizada, que lleva
la concentracion total de hidrocoloide a 3,4% p/p. La solucion se mantiene a 40°C y el pH se ajusta a 4,5 con una
solucién lactica acuosa al 50% p/p. La mezcla se enfria entonces rapidamente a 31°C a una velocidad de 2°C - min”'
Se afiaden lentamente 70,3 g de limoneno a la mezcla de gelatina y goma arabiga y se homogeneiz6 con un agltador
a 350 RPM durante 5 min, tal como para alcanzar un promedio de tamafio de gotita de 300 ym. La emulsion se
mantuvo entonces a 31°C durante 20 min y finalmente se enfrié lentamente a 20°C a una velocidad de 0,1°C - min”'
La velocidad de agitacion esta ligeramente disminuida; el pH se ajusta a 4,5 si es necesario y se afiaden a la mezcla
4,22 g de transglutaminasa (ACTIVA® WM proporcionada por Ajinomoto). La reticulacion se deja continuar durante
toda una noche a 20°C.

Las microcapsulas asi obtenidas se muestran en la Figura 3. Las microcapsulas tienen un didmetro promedio de 250
pm.

Ejemplo 4

Microencapsulacién segun la invencién con gelatina de ternera

La gelatina de ternera de tipo B (275 Bloom-Kosher) que tiene una temperatura de gelificaciéon por encima de 32°,
como se determina por la metodologia proporcionada en la descripcién, y la goma arabiga (Efficacia®, de CNI) se
usan como los hidrocoloides. Una solucion de reserva de gelatina (solucion A) se prepara mezclando 180 g de agua
desionizada caliente y 20 g de gelatina en un recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucion se
mantiene después a 40°C. Una solucién de reserva de goma arabiga (soluciéon B) se prepara mezclando 180 g de
agua desionizada fria y 20 g de goma arabiga en un recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucion
se calienta después y se mantiene a 40°C.

105,4 g de solucion A se mezcla con 70,3 g de solucidon B en un recipiente en agitacion suave (la proporcion
gelatina/goma arabiga es 1,5:1). El sistema se diluye por la adicion de 354,1 g de agua desionizada caliente, que lleva
la concentracion de hidrocoloide total al 3,4% p/p. La solucidn se mantiene a 40°C y el pH se ajusta a pH 3,75 con una
solucidn lactica acuosa al 50% p/p. La mezcla se enfrid rapidamente después a 31°C a una velocidad de 2°C - min”
Se afiadieron 70,3 g de limoneno lentamente a la gelatina y a la mezcla de goma arabiga y se homogeneiza con un
agitador a 350 RPM durante 5 min, tal como para alcanzar un tamafio de gotitas promedio de 300 um. La emulsién se
mantiene después a 31°C durante 20 min y finalmente se enfria lentamente a 20°C a una velocidad de 0,1°C - min™
La velocidad de agitacién esta ligeramente disminuida; el pH se ajusta a 4,5 si es necesario y se afiaden a la mezcla
4,22 g de transglutaminasa (ACTIVA® WM proporcionada por Ajinomoto). La reticulaciéon se deja continuar durante
toda una noche a 20°C.

Se obtiene asi una suspension acuosa de microcapsulas. Las microcapsulas tienen un diametro promedio de 250 *m.
Ejemplo 5

Microencapsulacién de acuerdo con la invencién con gelatina de aves de corral

La gelatina de aves de corral (200 Bloom) que tiene una temperatura de gelificacién por encima de 32°, como se
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determina por la metodologia proporcionada en la descripcion y la goma arabiga (Efficacia®, de CNI) se usan como
los hidrocoloides. Una solucién de reserva de gelatina (solucion A) se prepara mezclando 180 g de agua desionizada
caliente y 20 g de gelatina en un recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucion se mantiene
después a 40°C. Una solucién de reserva de goma arabiga (solucién B) se prepara mezclando 180 g de agua
desionizada fria y 20 g de goma arabiga en un recipiente hasta que ello esta disuelto completamente; la solucion se
calienta después y se mantiene a 40°C. 105,4 g de solucion A se mezclan con 70,3 g de solucion B en un recipiente en
agitacion suave (la proporcién gelatina/goma arabiga es 1,5:1). El sistema se diluye por la adicion de 354,1 g de agua
desionizada caliente, que trae la concentracion de hidrocoloide total a 3,4% p/p. La solucion se mantiene a 40°C y el
pH se ajusta a 4,2 con una solucion lactica acuosa al 50% p/p. La mezcla se enfria después a 31°C a una velocidad de
2°C-min™. 70,3 g de limoneno se afadieron lentamente a la mezcla de gelatina y goma arabiga y se homogeneizaron
con un agitador a 350 RPM durante 5 min, tal como para alcanzar un tamafio de gotita promedio de 300 um. La
emulsion se mantiene después a 31°C durante 20 minutos y finalmente se enfria lentamente a 20°C a una velocidad
de 0,1°C - min™". La velocidad de agitacién esta ligeramente disminuida; el pH se ajusta a 4,5 si es necesario y se
afaden 4,22 g de transglutaminasa (ACTIVA® WM proporcionada por Ajinomoto) a la mezcla. La reticulacion se deja
continuar durante toda una noche a 20°C.

Se obtiene asi una suspension acuosa de microcapsulas. Las microcapsulas tienen un diametro promedio de 250 ym.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de microencapsular un material hidréfobo por coacervacion, comprendiendo el procedimiento las
etapas de:

- preparar una solucion hidrocoloide disolviendo al menos una proteina gelificable y opcionalmente, un
compuesto polimérico no proteico, en agua;

- enfriar la solucion hidrocoloide a una temperatura por debajo de la temperatura de gelificacién de una fase de
coacervado basada en la proteina;

- preparar, después de la etapa de enfriamiento, una emulsién y/o suspension emulsionando y/o suspendiendo
un material hidréfobo en la solucion;

- formar una pared coloidal que comprende la proteina alrededor de las gotitas y/o particulas del material
hidréfobo presente en una emulsion y/o suspension; y,

- reticular la pared coloidal.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende la etapa de proporcionar la fase de coacervado basada en
proteina induciendo separacioén de fase en la solucién.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 6 2, en el que la reticulacion se lleva a cabo con la enzima Transglutaminasa.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la reticulacién tiene lugar a un pH en
el intervalo de 3,5-6,5.

5. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el material hidréfobo se afiade a la solucion con la solucion
teniendo una temperatura en el intervalo de 22-32°C.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la reticulacion se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de 11-27°C.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la reticulacién se lleva a cabo en el
intervalo de 12-26°C.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la reticulacion se lleva a cabo a una
temperatura en el intervalo de13-25°C.

9. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la proteina es gelatina de pescado de
peces de agua caliente.

10. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el material hidréfobo comprende

aromas, fragancias, grasas, aceites, potenciadores de sensacién en boca, nutracéuticos, farmacos, otros ingredientes
bioactivos y/o mezclas que incluyen varios o0 mas de éstos.

10



Figura 1

ES 2365076 T3

§ 3 + 400
3 \\m\m\m&é&\\\\mmm‘m

2
2
%

weeffeeannnninsansesiensesseatintinnnrsarensfoninnnes

. f P A
[ 2 memmm»%
%
(R : EE Y
Z
z
%
A

| — Temperatura 100

s Velocidad de Agitacion

30

1 § T I- - Ili O
60 90 120 150

Tiempo (minutos)

11



ES 2365076 T3

Figura 2

12



ES 2365076 T3

Figura 3

13



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




