ISBN: 978-950-42-0200-4 AJEA — Actas de Jornadas y Eventos Académicos de UTN
DOI: https://doi.org/10.33414/ajea.5.732.2020 V Jornadas de Intercambio y Difusion de los Resultados de Investigaciones
de los Doctorandos en Ingenieria

Microencapsulacion de aceite esencial de pomelo

en matriz de alginato-almidon y alginato-silice
Microencapsulation of grapefruit essential oil in alginate-starch
and alginate-silica matrix

Presentacion: 06/10/2020

Doctorando:

Liliana Mariel Caceres
Universidad Tecnoldgica Nacional. Facultad Regional Resistencia. Argentina
Imarielc@yahoo.com.ar

Director/a:
Ester Chamorro

Co-director/a:
Eliana Paola Dagnino

Resumen

La microencapsulacién de aceites esenciales tiene innumerables aplicaciones en la industria. Mas aln si a partir de ella se
agrega valor en la cadena productiva a materiales que de lo contrario serian residuos o subproductos de bajo precio. En el
presente trabajo se estudia la microencapsulacion de aceite esencial de pomelo, subproducto del proceso de elaboracion de
jugos, en matriz de alginato de sodio con agregado de silice, componente de la cascara de arroz residuo agricola de la zona
noreste de la Argentina y con almidén. Se realizan comparaciones de Tukey entre las eficiencias y rendimientos porcentuales
y los resultados demuestran que no existen diferencias entre las eficiencias que se mantiene en todos los casos sobre el 96%
pero se registran diferencias en el rendimiento. También se comparan las liberaciones controladas del aceite esencial de las
microcapsulas evidenciando una mejor performance con las matrices que contienen sélido y secas.
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Abstract

Microencapsulation of essential oils have many applications in industry. Moreover if from it added value in the production
chain to material that would otherwise be waste or by-products of low price. The present work studies the microencapsulation
of grapefruit essential oil, a by-product of the juice-making process, in a sodium alginate matrix with added silica, a
component of the rice husk, agricultural residue from the northeast of Argentina and with starch. Tukey comparisons are made
between efficiency and yield percentage and the results show no differences between the efficiencies that remains in all cases
over 96% but differences are seen in yield. The controlled releases of the essential oil from the microcapsules are also
compared, showing a better performance with the matrices containing solid and dry.

Keywords: Microencapsulation, Silica, Starch, Essential Oils, Alginate.

Introduccion

Los aceites esenciales citricos tienen innumerables aplicaciones en distintas industrias (Benavidez et al., 2016). El aceite
esencial de pomelo se lo utiliza por su aroma, sabor y sus propiedades antimicrobianas, especialmente en la industria
alimentaria y perfumeria. Sin embargo, presenta alta volatilidad e inestabilidad quimica en presencia de aire, luz, humedad y
altas temperaturas. Una solucién a este problema es microencapsular el aceite esencial antes de su uso en alimentos o bebidas
para impedir su degradacion o pérdida de aroma durante el procesamiento y almacenamiento (Jun-Xia et al., 2012). El proceso
de microencapsulacion consiste en generar una matriz polimérica que recubre el aceite esencial, al cual protege, y luego
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permite su liberacion controlada en determinadas condiciones (Hosseini et al., 2013). Los polimeros utilizados generalmente
son hidrocoloides (Lupo Pasin et al., 2012), como el alginato de sodio, con propiedades coloidales Unicas y una composicién
quimica que permiten la gelificacion iénica (Draget,et al., 1996). Este método es versatil y simple y se adosa una extrusion
(Chan, 2011) por medio de una bomba jeringa (Pasukamonset et al., 2016) para microencapsular aceites esenciales.

Hay varios aditivos que pueden acompafiar al alginato para mejorar la liberacion del aceite esencial en el tiempo. Entre
éstos se encuentran los almidones, modificados o0 no, que son utilizados para microencapsular ademas de aceites esenciales,
vitaminas y microorganismos (Hoyos-Leiva et al., 2016). De esta manera se ha demostrado que una microcépsula con alginato
de sodio y almiddn en su matriz puede mantener el recuento de bacterias probioticas en el queso por seis meses (Mirzaei et
al., 2012). Otro aditivo que puede usarse en la matriz de alginato es el 6xido de silice o silica. En un estudio reciente se analiza
la liberacién controlada de aceite esencial de clavo de olor adsorbido en silica precipitada y luego microencapsulado en
alginato de sodio por el método de emulsificacion modificada (Faidi et al., 2019). Otro trabajo muestra la microencapsulacion
de aceite esencial de eucalipto y aceite esencial de limén, en capsulas de 6xido de silice como medio para controlar su
liberacidn rapida (Sousa et al., 2014) utilizando metodologia de sol-gel.

El uso de la silice como constituyente de matrices para encapsular es particularmente interesante, ya que se agrega valor a
un producto que se obtiene a partir de un residuo abundante de la region noreste de la Argentina (provincias de Corrientes,
Entre Rios, Santa Fe, Formosa y Chaco) como lo es la cascara de arroz (Dagnino et al., 2013).

El objetivo de este trabajo es comparar la eficiencia, rendimiento y liberacién controlada de la microencapsulacién del
aceite esencial de pomelo en matrices de alginato adicionando almidén sin modificar y silice, esta Gltima proveniente del
tratamiento de la cascara de arroz.

Desarrollo

Reactivos

Se us6 alginato de sodio (Aldrich, PM de 120000 a 190000 g/mol), cloruro de calcio anhidro (Cicarelli p.a.). El aceite de
pomelo, provisto por Mager (Corrientes, Argentina) con contenido de 93% g/g de limoneno analizado por GC masa en
estudios anteriores donde se demostrd que inhibe el crecimiento de bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum y
Lactobacillus plantarum (Vasek et al., 2015). Almidén soluble de maiz (Biopack). Silice obtenida por otro grupo del mismo
Centro de investigacidon a través de un proceso de deslignificacion con el método soda-etanol de la cascara de arroz, en el
contexto de una biorrefineria, con un maximo de 99,7% de inorganicos (silice o silicatos) (Dagnino et al., 2017).

Preparacion de las microcapsulas

Se preparé una solucion al 1% p/p y una solucion de cloruro de calcio anhidro en agua ionizada al 2% p/v. Luego, 3 grupos
de emulsiones: el primero con 30 g de la solucién de alginato y aceite de pomelo con una carga del 10% p/p sin agregado de
solido, el segundo y tercer grupo se preparé incorporando almidén y silica respectivamente con concentraciones de 0,5; 0,8 y
1% p/p. Se formaron las emulsiones agitando con un homogenizador DLAB, Modelo D-500 a 2000 rpm durante 3 minutos
para lograr la distribucion homogénea. 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 90 mL/h y didmetro
de salida de la gota de 0,21 mm. Estas variables de proceso se definieron en trabajos anteriores. EIl tiempo de reticulacion fue
de 1 hora. Luego se filtraron las capsulas himedas y se lavaron con alcohol etilico para eliminar el aceite residual y se registro
su peso. Esta metodologia se repitid para obtener otro grupo de microcapsulas en iguales condiciones a las que se les traté en
estufa para secado con vacio a una temperatura de 60°C durante 1 hora.

Caracteristicas y propiedades

La eficiencia porcentual del aceite esencial de pomelo encapsulado se calculd determinando su concentracion con un
espectrofotometro UV/Vis marca METASH modelo UV-5100 y Software METASH MetaSpec a una longitud de onda de
323 nm. Ademas se verificaron los resultados con cromatografia gaseosa determinando la concentracién de limoneno
(componente principal del aceite esencial) con un SHIMADZU GC 14B, con columna polar Megabore DB-WAX P/N 125-
7032 de 30 m de longitud x 0,53 mm de didmetro interno x 1 um de espesor, detector FID.

El valor de la eficiencia (E%) se determin6 con la ecuacion (1). 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 medida.

E%=(W1/W2 )100 (l)

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 emulsién, se aplicd la siguiente ecuacion (2):



R%=Wm/(Wa+Wp ) 100 (2) .

Se analizaron luego las microcapsulas con un microscopio electrénico (SEM) Jeol 5800 LV.

Se efectuaron pruebas Anova con el método de Tukey para evaluar las diferencias de las medias en pareja con el software
Minitab 18 (2017). Se realizaron dos comparaciones: entre grupos tomando como factor al tipo de sélido utilizado y otro
intra- grupo tomando como factor a la concentracion de sélido utilizada. En ambos analisis se consideraron como variables
respuestas a la eficiencia y el rendimiento de la encapsulacion.

También se midio la humedad de las microcapsulas pesando alrededor de 1 g de microcapsulas filtradas con y sin sé6lido
antes y después del secado, en todos los casos sin aceite esencial de pomelo. Se utiliz6 una balanza analitica para la
determinacién de humedad marca RADWAG modelo PMR50 y se realizaron las mediciones por quintuplicado

Por ultimo se estudié la liberacidn controlada suspendiendo aproximadamente 0,6 g de microcapsulas filtradas en un
Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de alcohol etilico, a temperatura ambiente y agitacion continua sobre un agitador orbital. Se
extrajeron muestras con reposicion en tramos de 10-15-30 minutos primero y luego en intervalos de 24 horas. Las muestras
se analizaron en un espectrofotdmetro UV con las mismas condiciones especificadas anteriormente. Esta liberacion controlada
se repite con cada grupo de microcapsulas himedas y con secado.

Resultados

La emulsion preparada con la solucion de alginato mas 10% w/w de aceite de pomelo mostré estabilidad luego de una hora
de reposo, sin separacién de fases. Similares resultados obtuvieron Levic, et al. (2015) con concentraciones de aceite de
pomelo de 5y 10% wi/v. Las microcapsulas himedas obtenidas fueron de forma esférica y homogénea y de diametro de hasta
2mm (Figura 1), mientras que después de secadas su diametro disminuyd aproximadamente a un tercio del anterior.

Figura 1: Imagenes de las microcapsulas obtenidas: (a) himedas, (b) secas sin sélidos.

Caracteristicas y propiedades

Los valores de rendimiento y eficiencia porcentuales de cada tratamiento se muestran en la tabla 1. La mayor eficiencia
se dio en matrices de alginato mas silice, que puede ser atribuido a la porosidad del sélido. El rendimiento maximo se da en
matrices de alginato sin sdlido. Algunos autores explican la retenciéon de aromas en silicatos por un atrapamiento en
microrregiones porosas (Ashraf et al., 2015). También fue posible la encapsulacién con agregado de almidoén con eficiencias
y rendimientos similares a la de silice. Otros autores también han obtenido buenos resultados en la encapsulacién de extracto
de la hoja de guayaba en alginato méas almiddn aunque no indican valores de eficiencia ni rendimiento (Rehan et al., 2019) y
sin interferir el almidon con el alginato en la matriz.

Sélido % sélido p/p E% R %
Silice 0,5 97,01+1,20 47,81+2,03
0,8 96,83+0,71 55,63+0,58
1 98,13+0,43 56,38+0,38
Almidon 0,5 97,08+0,75 54,94+2,69
0,8 96,62+1,34 55,25+2,91
1 97,36+1,09 59,74+2,71
Sin soélido - 97,5+2,02 61,51+1,52

Tabla 1: Promedio y desvio estandar medio de eficiencia (E%) y rendimiento (R%) realizados por quintuplicado en cada caso.
Microcépsulas obtenidas con alginato de sodio (1% p/v) reticuladas con cloruro de calcio (7,5% p/v) con carga de 10% p/p de aceite
esencial de pomelo.

El analisis estadistico de comparacion de medias aplicando el método de Tukey con a= 0,05 se muestra en la tabla 2. Se
puede ver que existen diferencias significativas (p<0,05) entre los rendimientos de microcapsulas con distintas
concentraciones de silice, observando que la muestra que posee 0,5% p/p es distinta y de menor valor que la que posee 0,8 y



1% p/p del solido. Con respecto a las microcdpsulas con almiddn, existen diferencias significativas entre los tratamientos de
1y de 0,5% p/p, siendo este Gltimo de menor rendimiento.

Sélido % solido p/p R% Agrupacion* | Valor p Anova E% Agrupacion* | Valor p Anova
1 56,38 A 98,13 A
silice 0,8 55,63 A 0,000 97,01 A 0,064
0,5 47,81 B 96,83 A
1 59,74 A 97,36 A
almidoén 08 55,25 A B 0,031 97,08 A 0,568
0,5 54,94 B 96,62 A

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
Tabla 2. Comparacion de medias de rendimiento porcentual (R%) y eficiencia porcentual (E%) entre los distintos tratamientos de
matrices de microcapsulas con silica y almidon.

Por otra parte en los valores de eficiencia no se observan diferencias significativas en ningin caso (p>0,05). El agregado
de sélidos a la matriz no afect6 a la eficiencia de la microcapsula pero si al rendimiento del proceso, esto puede deberse a que
el sélido deja intersticios dentro de la red de alginato reticulado por donde puede perder agua facilmente.

En las imagenes SEM con distintas magnificaciones (Figura 2) se puede apreciar las tres microcapsulas obtenidas con y
sin sélido. Las superficies porosas muestran considerable cantidad de bultos que indican la presencia de aceite esencial de
pomelo en liberacion. Ademas se puede observar a 700x la estructura como esponja, que indica la reticulacion del alginato de
sodio en todos los casos. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Soliman et al. (2013) en la encapsulacion de
aceite esencial de clavo de olor y timol con alginato de sodio.

La humedad porcentual promedio de las microcapsulas de cada grupo se muestra en la tabla 3. Esta pérdida de agua
puede ser una de las causas del bajo rendimiento del proceso de obtencién de las microcapsulas. Las microcapsulas con
solido tienen menor contenido de agua, los sélidos podrian formar canales por donde puede escurrir el agua mas facilmente,
también reservan agua dentro de sus poros por lo que luego del secado finalmente quedan con mayor contenido de agua.

Se comparo la liberacién controlada del aceite esencial de pomelo en microcapsulas elaboradas en 6 condiciones diferentes:
sin sélido, con silice (0,8% p/p) y con almidon (1% p/p) himedos y con secado. Se eligieron los tratamientos con sélido que
resultaron con un rendimiento mayor. En todos los casos se utilizé un medio alcohélico para facilitar la solubilidad del aceite
liberado. Las muestras fueron analizadas por espectrofotometria UV. El porcentaje acumulativo de liberacion en funcién del
tiempo para las microcapsulas preparadas se presenta en la Figura 3. Se puede observar que el perfil de liberacion posee dos
fases en todos los casos: una més rapida al comienzo, o de “explosion” inicial como lo observan otros autores (Siepmann et
al., 2002). Perfiles similares de liberacion han obtenido otros autores: con aceite de eucalyptus (Noppakundilograt et al.,
2015). Con respecto a las microcépsulas humedas (Figura 2: a1, b1 y ¢1) todas indican bajo contenido de aceite esencial
superficial (tiempo 0) relacionado con su alta eficiencia. En cambio, en las secas sin sélido y con almidén (Figura 2: a; y by)
la liberacidn en el tiempo inicial es superior, debido al propio proceso de secado, que comprime la pared al deshidratarla y
queda mas expuesto el contenido; por lo que el aceite esencial superficial aumenta. En el caso de la microcapsula con silice
seca (Figura 2-c;) se observa el bajo contenido de aceite superficial, que puede ser por la adsorcién del aceite dentro del
solido. En las matrices sin sélido la tasa de liberacion llega al 90% en 30 minutos, siendo mucho mas rapida que la informada
por Hosseini et al., (2013) de 60 a 78% en 9 horas, con 1 al 3% v/v de carga de aceite. Esto puede ser por la mayor carga de
aceite contenido en la microcapsula que indicaria una difusién de mayores cantidades de moléculas de aceite por poro
(Banerjee etal., 2012). La liberacion total del aceite microencapsulado (superior al 90%) en microcapsulas himedas se obtuvo
entre 200-360 horas de liberacion continua, estos datos no se muestran en el grafico por la escala tomada. En las microcapsulas
con sélido se observa una menor velocidad de liberacion en todos los casos, siendo més evidente en las secas (con pendientes
mas suaves), que puede deberse también a las moléculas de aceite esencial dentro de la porosidad del s6lido y a la falta de
agua como vehiculo para la liberacion.

H% sin secar H% con secado
Sin sélido 87,91+1,70 7,28+1,04
Con silice 81,49+2,10 53,48+3,16
Con almidén 81,37+1,24 23,58+2,72

Tabla 3. Humedad porcentual de las microcapsulas himedas y con secado en estufa de vacio a 60°C durante 1 hora.



Figura 2: Imagenes SEM de las microcapsulas con aceite esencial de pomelo: (a) sin sélido, (b) con silica y (c) con almidén. Las
imagenes a la izquierda corresponden a un aumento de 75x y las de la derecha a 700x.
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Figura 3: Liberacion controlada de microcapsulas hiumedas sin sélido (a1), con silice b1) y con almidén (c1); y de microcapsulas
con secado sin sélido (az), con almiddn (by) y con silice (c2)

Conclusiones:

Se logré comparar las eficiencias y rendimiento de microcapsulas elaboradas con matrices de alginato con agregado de
almidon y silice en distintas proporciones. Resultando evidente que los tratamientos con 0,8% p/p de silice y 1% p/p de
almidon se distinguian de los demas por su mayor rendimiento, pero igualmente menor a la microcapsula sin solidos. No se
evidenciaron diferencias significativas en la eficiencia de los tratamientos. Se probd un secado al vacio el cual sirvié para
disminuir el tamafio de las microcapsulas y mejorar su manipulacién. Las graficas de liberacion controlada del aceite esencial
de pomelo de las microcapsulas muestran que las microcépsulas con matrices con sélido agregado evidencian menor velocidad
de liberacidn, y este efecto se observa alin mas en microcapsulas con secado aunque con mayor aceite superficial. Son

resultados prometedores para el uso de productos como la silice proveniente de procesos que tienden al aprovechamiento total
de la materia prima como en una biorrefineria.
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