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Resumen. La microencapsulacion es definida como una tecnologia de empaquetamiento de
materiales sélidos, liquidos o0 gaseosos y actualmente es aplicada con éxito en la industria
alimentaria, biotecnolégica y farmaceutica. Se la utiliza como método de proteccién de
principios activos sensibles a factores externos y pueden liberar su contenido a velocidades
controladas. De esta manera, estos compuestos pueden ser incorporados a distintos
productos, aprovechando sus propiedades antimicrobianas, conservantes, saborizantes o
aromatizantes, entre otras. Los aceites esenciales son compuestos susceptibles a la luz, al
agua y al oxigeno, por lo que su encapsulacién, mejora su manipulaciéon y
aprovechamiento. En este trabajo se optimiz6 el proceso de microencapsulacion del aceite
esencial de pomelo con alginato de sodio por gelificacién idnica externa acoplada a una
extrusion. Se utilizd alginato de sodio al 1% p/v y carga de aceite esencial del 2% p/p. Se
determind el punto éptimo con concentracion de cloruro de calcio del 10% p/v con tiempo
de reticulacion de 45 minutos. En estas condiciones la eficiencia media fue de
95,89+0,04%, y el rendimiento medio de 56,87+1,2%.
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1. Introduccién

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en la industria alimentaria como aditivos de aroma
y sabor y como conservantes, entre otras aplicaciones (Benavidez et al., 2016). Sin embargo, presentan
alta volatilidad e inestabilidad quimica en presencia de aire, luz, humedad y altas temperaturas. Por lo
tanto, es beneficioso microencapsular estos ingredientes antes de su uso en alimentos o bebidas para
limitar la degradacion o pérdida de aroma durante el procesamiento y almacenamiento (Jun-Xia et al.,
2012) en una microcapsula o microesfera. La microencapsulacién genera una cobertura polimérica
alrededor del aceite esencial a la cual lo protege y permite su liberacion controlada (Hosseini et al., 2013).
En la microencapsulacion se puede obtener una capsula con un nucleo interno con el ingrediente activo y
una cubierta externa, o una microesfera que es una matriz sdlida en la que el ingrediente activo esta
finamente distribuido y donde es necesaria la premezcla entre el ingrediente activo y la solucion de
polimero antes de la encapsulacién (Saéz et al., 2004). Estos polimeros generalmente son hidrocoloides
gue poseen alta capacidad para absorber agua, facil manipulacion e inocuidad (Lupo Pasin et al., 2012).
El alginato de sodio es uno de los hidrocoloides mas interesante como polimero de pared o componente
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de revestimiento debido a sus propiedades coloidales Unicas, que incluyen espesamiento, estabilizacion,
suspension, formacion de pelicula, produccién de gel y estabilizacién de emulsion (Rhim, 2004). El
alginato de sodio consiste en dos blogques de construccion con residuos de acido a-L-gulurénico y éacido
B-D-manurénico, unidos linealmente entre si por enlaces o (1-4) glucosidicos (Goh et al., 1980). Esta
composicién quimica brinda al alginato la capacidad de experimentar una transicion de sol-gel
independiente de la temperatura en presencia de cationes multivalentes como el Calcio (Smidsrod y
Draget, 1996), caracteristica que se la aprovecha en el proceso de gelificacion idnica. La gelificacion
idnica es uno de los métodos mas importantes por su versatilidad y simplicidad (Saravanan y Rao, 2010).
Este proceso incluye una reticulacion del hidrogel de alginato con una solucién del cloruro de calcio
(Mahdi et al., 2016). Se puede adosar a este proceso de gelificacion externa una extrusién para encapsular
aceites (Chan, 2011) utilizando una bomba jeringa (Pasukamonset et al., 2016).

El objetivo de este trabajo fue encapsular aceite esencial de pomelo en capsulas de alginato de calcio
por gelificacién i6nica externa y extrusion. Se optimizé el proceso de microencapsulacion, estudiando
también la influencia de parametros del proceso de reticulacion, tales como la concentracion de cloruro de
calcio y el tiempo de curado sobre la eficiencia y el rendimiento de encapsulacion.

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

Se utilizé alginato de sodio (Aldrich), cloruro de calcio anhidro p.a. (Ciccarelli), alcohol ter-butilico
(Anedra), patrén de limoneno (Aldrich), agua desionizada. Aceite de pomelo, con un contenido del 93%
de limoneno, analizado e informado en trabajos anteriores (Vasek et al., 2015) fue proporcionado por la
empresa Magger Citricos del Valle de la provincia de Corrientes.

2.2. Metodologia

Obtencién de microcapsulas. Se prepararon las siguientes soluciones: solucién reticulante de
cloruro de calcio al 2-5 y 10% p/v, y solucion de alginato de sodio al 1% p/v. Con un homogenizador
agitador compacto digital vertical de paletas (Cole-Parmer modelo 50006-00, Canada) sobre un bafio
Maria a 40°C. Se form6 una emulsién adicionando aceite de pomelo 2%p/p a la solucién de alginato, con
un homogenizador DLAB, Modelo D-500 a 2000 rpm durante 3 minutos para lograr la distribucién
homogeénea de la emulsion. Se formaron las capsulas a través de una extrusion con una bomba jeringa
APEMA PC 11 UBT, goteando la emulsion sobre la solucién de cloruro de calcio a 5¢cm de altura, con
caudal de 90ml/h. El didmetro de salida de la gota fue de 0,21 mm, el tiempo de reticulacion fue de 15-30
y 45 minutos. Luego se filtraron las cdpsulas y se lavaron con alcohol terbutilico para eliminar el aceite
residual y luego se registrd su peso. Se analizé la morfologia de las microcapsulas observandolas con
microscopio optico.

Calculo de la eficiencia de microencapsulacién. La eficiencia porcentual de limoneno encapsulado
se determind por cromatografia gaseosa (Solomon et al., 2012). Se tomé una muestra de 30ul de la
solucion de lavado de las microcapsulas y se agrego el estandar interno (metilisobutilcetona) para luego
ser analizada con un SHIMADZU GC 14B, con columna polar Megabore DB-WAX P/N 125-7032 de
30m de longitud x 0,53mm de didmetro interno x 1 p de espesor, conectada a un detector FID. La
temperatura del detector fue de 220°C y la temperatura de inyector de 180°C. La temperatura de la
columna se mantuvo isotérmica en 40°C durante 2 minutos, luego inicié una rampa de 5°Cmin’! hasta
llegar a 180°C, por ultimo se mantuvo isotérmica a 180°C durante 2 minutos. Se comparan las relaciones
de areas de los cromatogramas en una curva de calibracion para conocer la masa de aceite encapsulado.
El valor de la eficiencia (E%) se determiné con la siguiente Ec. (1), (Maji, 2007).

E%=w1/w> 100 (D

Donde w; es la masa de aceite en una masa conocida de microcapsulas que se determina por diferencia
de w» (masa inicial tedrica de aceite agregada) y la masa final calculada por cromatografia gaseosa.

Calculo del rendimiento de microencapsulacion. Para determinar el rendimiento, se pesaron las
microcapsulas (wm) obtenidas y conociendo la cantidad de principio activo (wa) y de polimero (wp) que
se empled para preparar la emulsion, se aplico la siguiente Ec. (2) (Gonzalez et al., 2005):
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R%=wm/(wa+wp ) 100 2

Observacion microscépica. Se analiz6 la forma y tamafio de las microcapsulas obtenidas con
microscopio 6ptico trinocular marca Lancet modelo SME F6E, equipado con camara (TOUPCAM
UCMOS01300KPA, modelo TP601300A, origen China) y software de procesamiento de datos (Toup
View: Touptek Photonics of Toupteck Corporation) con aumento de 4x.

Disefio experimental. Se utiliz6 un disefio experimental factorial de dos factores con tres niveles (32),
con un total de 18 tratamientos para la realizacion de los experimentos. Se estudiaron como factores la
concentracion de cloruro de calcio y el tiempo de reticulacion, y se analizaron como variables respuesta a
la eficiencia y el rendimiento de encapsulacion. Este tipo de disefios permite evaluar el efecto de ambos
factores en la respuesta del proceso, y determinar si la actuacion de ambos es independiente
(Montgomery, 2004). El modelo matematico de optimizacion que rige para este modelo de dos factores
totalmente aleatorizado es el siguiente, Ec. (3), obtenido a partir de un analisis de regresiéon (Kuehl,
2001):

y = Bot+ Bi xi+ P2 X2+ Brz X1 Xo P11 X12HPa2 x22+e 3)
Donde y representa cada respuesta a analizar,  son los efectos medios, x; y X» son los factores o
variables de entrada, y € es el error medio aleatorio.

Los factores del disefio con sus niveles se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Factores y niveles del disefio experimental

Factores

Niveles Cc CaCl, (% p/v) Tiempo (min)
a b

1 2 15

2 5 30

3 10 45

3. Resultados y Discusion
3.1. Obtencion de microcapsulas

Las microcapsulas obtenidas fueron de forma esférica y homogénea. Los didmetros se midieron con
microscopio optico utilizando el software de medicion. Se obtuvieron didmetros de hasta 2mm, similares
resultados fueron obtenidos por Liu (2012).

3.2. Eficiencia y Rendimiento

En la Tabla 2 se muestran los valores medios obtenidos de eficiencia y rendimiento de encapsulacién
para cada factor y nivel, aplicando respectivamente las ecuaciones (1) y (2). Los valores maximos de
eficiencia (96,33%) y rendimiento (52,01%) fueron con concentracién de cloruro de calcio al 10% y
tiempo de reticulacion de 30 minutos. En estudios similares se reportaron eficiencias menores del 85%
con concentracion de cloruro de calcio de 1,5% p/v (Benavides et al., 2016); y eficiencias del 83,8% con
el uso de un agente emulsionante (Tween-80) (Banerjee et al., 2013). El rendimiento maximo obtenido es
similar al reportado por Benavides et al. (2016) de un 60 a 62%. En otro estudio de Ribeiro et al. (1999)
se obtuvieron rendimientos del 60-80% con el uso de emulsiones dobles de aceite y agua, ademés de la
incorporacion de quitosano, aumentando la complejidad del proceso de esferificacion.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la prueba ANOVA para la eficiencia y rendimiento de
encapsulacién. Se observa que, tanto la concentracién de cloruro de calcio y el tiempo de reticulacion,
tienen efecto significativo (para 0=0,05) sobre ambas variables respuestas. El efecto lineal es mayor que
el cuadratico (valor F mayor). En el rendimiento afecta significativamente la concentracion de cloruro de
calcio y no el tiempo de reticulacion. El coeficiente R? que indica la variabilidad que de los factores que
explica el modelo, tiene un valor de 79,20% para la eficiencia y un 78,61% para el rendimiento.
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Tabla 2. Medias de Eficiencia y Rendimiento de encapsulacion.

Eficiencia (%0) Rendimiento (%)
Fuente Media DST Media DST
Cl.Ca
2 94,78 0,22 32,87 2,32
5 95,04 0,22 42,43 2,32
10 96,01 0,22 51,76 2,32
Tiempo
15 94,36 0,22 43,00 2,32
30 95,71 0,22 42,35 2,32
45 95,76 0,22 41,70 2,32
Cl:Ca *Tiempo
2*15 92,98 0,37 33,39 4,02
2*30 95,51 0,37 32,91 4,02
2*45 95,85 0,37 32,29 4,02
5*15 94,53 0,37 43,68 4,02
5*30 95,30 0,37 42,13 4,02
5*45 95,28 0,37 41,46 4,02
10*15 95,57 0,37 51,93 4,02
10*30 96,33 0,37 52,01 4,02
10*45 96,14 0,37 51,34 4,02
Tabla 3. Tabla ANOVA
Eficiencia Rendimiento
Fuente GL F P F P
Modelo 5 9,14 0,00 8,82 0,00
Lineal 2 14,83 0,00 22,03 0,00
Cl:Ca 1 14,02 0,00 43,87 0,00
Tiempo 1 15,63 0,00 0,2 0,67
Cuadrado 2 2,88 0,10 0,49 0,62
Cl:Ca* Cl:Ca 1 0,5 0,49 0,98 0,34
Tiempo*Tiempo 1 5,26 0,04 0,00 1,00
Interaccion de 2 factores 1 6,86 0,02 0,01 0,92
Cl2Ca *Tiempo 1 6,86 0,02 0,01 0,92
Error 12
R? 79,20% 78,61%
Falta de ajuste 3 1,71 0,23 0,02 1,00
Error puro 9
Total 17

GL: Grados de libertad, F: estadistico de Fisher, P: p-valor

Las Ecuaciones (4) y (5) muestran las optimizaciones obtenidas para la eficiencia (E%) y el
rendimiento (R%) de encapsulacion basadas en un modelo de regresion cuadratico. En ambas puede
observarse el efecto positivo de los factores concentracion de cloruro de calcio (x1), sin embargo, el
tiempo de reticulacion (x2) posee un efecto positivo sobre la Eficiencia (E%) y negativa sobre el
Rendimiento (R%). Ademas el efecto de las interacciones de ambos factores es negativo en ambos casos.

E% = 89,68+ 0,253x;+ 0,27 1x2- 0,008xx2 - 0,0136x;% - 0,003x,? “)
R% = 26,600+ 4,250x,-0,060x>- 0,003xx> - 165x,% + 0,000x,> %)
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Las graficas de contorno muestran que la eficiencia (Fig. 1.a) alcanza valores mayores para
concentraciones de cloruro de calcio entre el 9 y 10% p/v y tiempos entre 25 y 45 minutos. Mientras que
el rendimiento (Fig. 1.b) muestra valores mayores para todos los tiempos también con concentraciones de
cloruro de calcio entre 9 y 10% p/v.

La optimizacion de ambas variables a través de la funcion deseabilidad se muestra en la Fig. 2. La
deseabilidad compuesta (0,83) es buena, lo que indica que la combinacion de los valores de las variables
permite maximizar la eficiencia y el rendimiento. Sin embargo, la deseabilidad individual indica que la
configuracion es mas efectiva para maximizar la eficiencia (d=0,94) que para maximizar el rendimiento
(d=0,74). Segun el modelo, con una concentracién de cloruro de calcio de 10% p/v y un tiempo de
reticulacion de 45 minutos se obtendria un rendimiento de 51,7% y un 96,5% de eficiencia del proceso de
encapsulacion. Con estos valores configurados se obtiene un intervalo de prediccion con un nivel de
confianza del 95% para la eficiencia de 95,8% a 97,1% y para el rendimiento de 46,1% a 57,4%. La
validacion del modelo fue realizada con cinco corridas en el punto éptimo, reticulando con una solucién
de cloruro de calcio de 10% wi/v, durante un tiempo de 45 minutos. Los resultados obtenidos se ajustaron
al modelo, siendo la eficiencia media de 95,89+0,04%, y el rendimiento medio de 56,87+1,2%
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Fig. 1. Graficas de Contorno: a) eficiencia de encapsulacion, b) rendimiento de encapsulacion
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Fig. 2. Grafica de optimizacion y deseabilidad
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4. Conclusion

Se estudié la encapsulacion de aceite de pomelo por gelificacion idnica externa y extrusion con
alginato al 1% p/p y carga de aceite del 2% p/p. Se optimiz6 el proceso de obtencion de las microcapsulas
obteniendo el punto 6ptimo cuando la concentracion de cloruro de calcio es del 10% p/v con tiempo de
reticulacion de 45 minutos. En estas condiciones la eficiencia media fue de 95,89+0,04%, y el
rendimiento medio de 56,87+1,2%.
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