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Resumen

Se estudid la encapsulacidn del aceite de pomelo con alto contenido de limoneno por gelificacion
ibnica externa acoplada a una extrusion, ufilizando alta carga de aceite. Se encontrd que la
concentracion de la solucién reticulante de cloruro de calcio y tiempo de curado tienen cada uno
una influencia significativa en la eficiencia y el rendimiento de encapsulacion. Se obtuvieron
capsulas esféricas con una eficiencia maxima de 53,01% y un rendimiento del 89,15% con
concentracion de cloruro del calcio del 20%p/p y 3 minutos de curado. Se modelizd el proceso
encontrando las ecuaciones de optimizacion de las variables respuesta.
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Abstract

High limonene content grapefruit oil encapsulation was studied by external ionic gelation coupled
to an extrusion, using high oil load. It was found that the concentration of the calcium chloride
crosslinking solution and cure time each have a significant influence on the efficiency and
encapsulation performance. Spherical capsules were obtained with a maximum efficiency of
53.01% and a yield of 89.15% with a concentration of calcium chloride of 20% w /w and 3 minutes
of curing. The process was modeled finding the optimization equations of the response variables.
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1. Introduccion y Objetivos

1.1. Consideraciones Generales

Los aceites esenciales son utilizados como sabores y aromas en los alimentos. Sin
embargo estos compuestos presentan alta volatilidad y alta inestabilidad quimica en presencia de
aire, luz, humedad y altas temperaturas. Por lo tanto, es beneficioso encapsular 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 y y col (2012). Las microcapsulas se describen como
un tipo de envase en miniatura o envoltura en el que los compuestos bioactivos estan
encapsulados por un biopolimero. Se pueden usar para solidificar matenales liquidos, y asi
facilitar su ftransporte, ademas de mantener la estabilidad de los compuesios bioactivos
protegiéndolos contra los peligros externos, Liu y col (2012). El concepto de encapsulacion se ha
fundamentado en la incorporacion de una matriz polimérica, la cual forma un ambiente capaz de
controlar su interaccion con el exterior. Estas matrices suelen estar conformadas por
hidrocoloides debido a su capacidad para absorber agua, facil manipulacion e inocuidad, Lupo
Pasin, y col (2012). El alginato es uno de los hidrocoloides mas interesante como polimero de
pared o componente de revestimiento debido a sus propiedades coloidales unicas, que incluyen
espesamiento, estabilizacion, suspension, formacion de pelicula, produccion de gel y
estabilizacion de emulsion, Rhim (2004). Asimismo es de importancia para las indusinas
alimenticias la capacidad de las soluciones de alginato para expenmentar una transicion de saol-gel
independiente de la temperatura en presencia de cationes multivalentes como el Ca**, Smidsrod y
Draget (1996). Esta caracteristica del alginato se la aprovecha en el proceso de gelificacion idnica,
donde se reticula el hidrogel con una solucidon del cloruro de calcio, Mahdi y col (2016). Se puede
adosar a este proceso de gelificacion externa una extrusion para encapsular una alta carga de
aceite, Chan (2011), utilizando una bomba jeringa, Pasukamonset y col (2016).

El objetivo de este estudio fue encapsular aceite esencial de pomelo con alto contenido de
limoneno en microcapsulas de alginato de calcio por gelificacion ionica externa y extrusion. El
aceite asi encapsulado puede ser ufilizado en la industria alimentaria dispersando las
microcapsulas en mezclas, masas, emulsiones, o liquidos, aprovechando las propiedades del
limoneno contenido en él. Se estudid 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 con alta carga de aceite.

2. Metodologia

2.1. Materiales

Se utilizo alginato de sodio (Aldrich), cloruro de calcio anhidro (Ciccarelli, p.a.), alcohol ter-
butilico (Anedra, p.a.), patron cromatografico de R-(+)-Limoneno (Aldrich, 97%), agua desionizada.
El aceite de pomelo fue proporcionado por la empresa Magger Citricos del Valle de la provincia de
Corrientes.
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2. 2. Obtencion de Microcapsulas

Se prepararon las siguientes soluciones: solucion reticulante de cloruro de calcio al 10, 20
y 30% plv, y solucion de alginato de sodio al 1% pfv. Se utilizé un agitador compacto digital
vertical de paletas (Cole-Parmer modelo 50006-00, Canada) sobre un bafio Maria a 40°C. Se
formd la emulsion adicionando aceite de pomelo 10%p/p a la solucion de alginato, con agitacion
vigorosa de 1500 rpm durante 20 minutos. Se formaron las microcapsulas a traves de una
extrusion con una bomba jeringa APEMA PC 11 UBT, goteando la emulsién sobre la solucion de
cloruro de calcio a 5cm de altura, con caudal de 90ml/h. El diametro de salida de |a gota fue de 0,1
mm, el tiempo de reticulacion varid de 1 a 5 minutos. Luego se filiraron las microcapsulas para
eliminar el agua residual y se pesaron. Por dltimo se analizo la morfologia de las microcapsulas
observandolas con microscopio optico.

2.2 Determinacion de la Eficiencia de Microencapsulacion

La eficiencia porcentual de limoneno microencapsulado se determind por cromatografia
gaseosa, Solomon y col (2012). Una masa conocida de microcapsulas se dispersan en otra masa
conacida de ter-butanol. Se filtrd y luego se tomé una muestra de 30pl de esta solucion y se
agrego el estandar interno (metilisobutilcetona) para luego ser analizada con un SHIMADZU GC
14B, con columna polar Megabore DB-WAX P/MN 125-7032 de 30m de longitud x 0,53mm de
diametro 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 70°C, por
altimo se mantuvo isotérmica a 70°C durante 2 minutos. Se compararon las relaciones de areas
de los cromatogramas en una curva de calibracion para conocer la masa de aceite encapsulado.
El valor de la eficiencia se determind con la férmula (1), Maji (2007).

E% =:—: 100 (1)

Donde w,.es la masa de aceite en una masa conocida de microcapsulas y w,es la masa
inicial tedrica de aceite agregada.

2.3. Determinacion del Rendimiento de Encapsulacion

Para determinar el rendimiento, se pesaron el total de microcapsulas (wm) obtenidas y
conociendo la cantidad exacta de principio activo (wa) y de polimero (wp) que se empled para
preparar la emulsion, se aplico la siguiente ecuacion (2), Gonzalez y col (2005):

R% =—"-100 (2)

Wa Wy
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2 4 Caractenizacion de Microcapsulas

Se analizo la forma y tamafio de las microcapsulas obtenidas con microscopio dptico con
aumento de 4x, se fotografiaron con el software de control de camara TopView (x86).

2.5. Diserio Experimental

Se utilizé un disefio experimental factorial de dos factores con tres niveles (3%), 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
son independientes, Montgomery (2004). El modelo matematico de optimizacion que rige para
este modelo de dos facitores totalmente aleatorizado es el descripto en la ecuacion (3), obtenido a
partir de un analisis de regresion Kuehl (2001):

y= Bo+ Bixy+ Baxa+ Piaxy X3+ Piyxi + Bayxi + & (3)

Donde y es cada respuesta a analizar, § son los efectos medios, x, v x; son los factores
determinados, 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
Miveles Cc CaCl; (%p/p)  Tiempo (min)
a b
1 10 1
2 20
3 30 5

3. Resultados y Discusién

3 1. Obtencién de Microcapsulas

Las microcapsulas obtenidas son de forma esférica y con tamanos similares
(aproximadamente 2000 micrometros), con buena dureza y flexibilidad, como puede observarse
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en la Figura 1.a, similares resultados fueron abtenidos por Liu (2012). En la Figura 1.b) se pueden
observar las gotas del aceite dentro de las microcapsulas, vistas con microscopio optico con
aumento de 4x. Se pueden ver también las elevaciones en la superficie por los poros llenos de
aceite. En la figura 1.c) se observa la capsula luego de extraer el aceite con alcohol ter-butilico, se
puede ver la superficie de la capsula y los poros vacios.

a) b) c)

Figura 1. Morfologia de las microcapsulas: a) Fotografia de las microcapsulas esféricas. Vistas
con microscopio optico: b) con aceite, c) sin aceite.

3.1. Eficiencia y Rendimiento

En la tabla 2 se muestran los valores medios obtenidos de eficiencia y rendimiento de
encapsulacion para cada factor y nivel, aplicando respectivamente las ecuaciones (1) y (2). Los
valores maximos de eficiencia (53,01%) y rendimiento (89,15%) se dan con concentracion de
cloruro de calcio de 20%p/p y tiempo de curado de 3 minutos. En estudios similares se reportaron
eficiencias del 85% pero con una carga de aceite esencial de 2% v/v, Benavides y col (2016); y
eficiencias del 83,8% pero requirieron el uso de un agente emulsionante (Tween-80) que mejora la
retencion del aceite esencial en la emulsion Banerjee y col (2013). Aunque este resultado es
consistente con aquellos indicados por Hosseini y col (2013), quien informo que un aumento de la
carga de aceite esencial de orégano del 1% al 3% disminuye la eficiencia de microcapsulas en un
21%. Esto puede deberse a que la capsula tiene una carga limitada de aceite esencial, si se
sobrepasa la misma, comienza a quedar aceite en superficie y luego se volatiliza. También puede
explicarse por altas tensiones en las paredes de la gota que provoca el material de relleno,
Benavides y col (2016).

El rendimiento maximo obtenido es mayor al reportado por Benavides (2016) de un 60 a
62%, puede ser explicado por el uso una alta concentracion de cloruro de calcio y tiempo corto de
curado, que inducen una alta velocidad de reticulacién con formacion rapida de la pared de la
capsula evitando la pérdida de matenal solido y agua. En otro estudio de Ribeiro y col (1999) se
obtuvieron rendimientos del 80-80% pero requerian el uso de emulsiones dobles de aceite y agua,
ademas de la incorporacion de quitosano, aumentando la complejidad del proceso de
encapsulacion.

En la tabla 3 se observan los resultados de la prueba AMNOWVA para la eficiencia de
encapsulacion. Se observa que, tanto la concentracion de cloruro de calcio y el tiempo de curado,
tienen efecto significativo (para a=0,05) sobre la respuesta. El valor p del efecto tiempo es
relativamente menor que el de la concentracion de cloruro de calcio (y por consiguiente su F es
mayor), por lo que el tiempo de curado tiene un efecto mayor en el proceso de reticulacion, si bien
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ambos son significativos. También se observa que el término de la interaccion entre ambos
factores no tiene un efecto significativo en la eficiencia. El 83,2% de la variabilidad de la eficiencia
es explicada por los factores. En la Tabla 4, en cambio, se ve que el valor p para la concentracion
de cloruro de calcio es bastante menor que el valor p del tiempo, y en consecuencia el valor de la
prueba F de ambos tambien presenta mayor diferencia; por lo que la concentracion de cloruro de
calcio demuestra tener un efecto mayor en el rendimiento de encapsulacion, siendo 77,4% de la
variabilidad del rendimiento explicado por el tiempo de curado y la concentracion de cloruro de
calcio. En este caso la interaccion de ambos factores tampoco afecta la respuesta.

Tabla 2. Medias de Eficiencia y Rendimiento de encapsulacion.

Eficiencia Rendimiento
Fuente Media DST Media DST
Cc CaCl;
10 46,95 168 75,25 528
Tiempo
1 36,99 1,68 49,35 528
3 47,50 1,68 67,03 528
5 4202 188 5376 5.28
Cc CaCl:*Tiempo
10-1 37,09 29 46,09 9,16
10-3 43 66 291 49 46 916
10-5 45 83 291 58,54 916
20-1 4486 291 71,01 9,16
20-3 53,01 291 89,15 916
20-5 42 98 29 65,59 916
30-1 29,02 291 30,95 916
30-3 4583 291 62,48 9,16
30-5 3ar24 291 37,15 9,186

Tabla 3. Tabla AMOWVA para Eficiencia de Encapsulacion.

Fuente GL sC MC F P
Cc CaCls 2 27594 13794 8,12 0,010
Tiempo 2 33155 16577 9,76 0,006
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Cc CaCly*Tiempo 4 14750 36,88 217 0,154
Error 9 152,92 16,99
Total 17 907,91

Tabla 4. Tabla ANOVA para Rendimiento de Encapsulacion.

Fuente GL SC MC F P
Cc CaCl; 2 3276,5 1638,3 9,77 0,006
Tiempo 2 1016,7 5084 3,03 0,099
Cc CaCla*Tiempo 4 875,1 2188 1,3 0,339
Error 9 15096 167.7

Total 17 66779

Las ecuaciones (4) y (5) muestran las optimizaciones obtenidas para la Eficiencia y el
Rendimiento de encapsulacion basadas en un modelo de regresion cuadratico. En ambas puede
observarse el efecto positive de los factores concentracién de cloruro de calcio (x,) y tiempo de
reticulacion (x,) sobre la Eficiencia (E%) y el Rendimiento (R%).

E% = 6,3+ 2,647x; + 13,380x, — 0,006x, x; — 0,072x7 — 1,998x2 (4)
R% = —60,640 + 10,964x, + 25,880x, — 0,078x, x; — 0,278x2 — 3,869x2 (5)

Las graficas de contorno: Figura 2 para Eficiencia y Figura 3 para Rendimiento, muestran
una curvatura central, sugiriendo una superficie cuadratica en ambos casos. Se puede observar
que para tiempo de 3 minutos y concentracion de cloruro de calcio de 20%p/p se obtiene el
maximo rendimiento y eficiencia de encapsulacion.
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Figura 2 Grafica de Contorno para Eficiencia de encapsulacién.
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Figura 3.Grafica de Contorno para Rendimiento de Encapsulacion.

4. Conclusiones

Se estudid la encapsulacion de aceite de pomelo por gelificacidn idnica externa y extrusion. Se
obtuvo una emulsion estable con alginato y alta carga de aceite de pomelo. Se determind que en
estas condiciones el cloruro de calcio y el tiempo de reticulacion tienen un efecto significativo en la
eficiencia y el rendimiento de encapsulacidn. Las capsulas producidas, de forma esférica,
presentaron una eficiencia maxima del 53,01% y un rendimiento del 89,15%.
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