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Resumen

La investigacion se realizé en los Laboratorios del Centro de Investigacion y Valoracién de
la Biodiversidad CIVABI de la Universidad Politécnica Salesiana la cual consistio en
microencapsular aceites esenciales de Hierba luisa (Cymbopogon citratus) e Ishpink
(Ocotea quixos) bajo la técnica de gelifica ionica para una futura aplicacion en piscicultura,
como complemento en las dietas con alimento balanceado.

Los aceites esenciales obtenidos de la Fundacion Chankuap ubicada en la ciudad de Macas
provincia de Morona Santiago fueron utilizados como principio activo para elaborar
microcapsulas mediante emulsiones a base de alginato de sodio, glicerina y tween 80 a
diferentes concentraciones (2:1 y 3:1) en contacto con una solucién de cloruro de calcio,
ademas de un recubrimiento con goma arabiga. Mediante analisis de GC-MS realizado a
los aceites esenciales al inicio de la investigacion se consigui6 informacion detallada de su
composicion quimica, misma que al ser comparada con los microencapsulados
almacenados durante tres semanas se pudo verificar la conservacién del principio activo al
final del proceso a condiciones ambientales.

El sistema casero elaborado bajo las condiciones de laboratorio permitié obtener
microcapsulas con una forma semiesférica, un diametro no mayor a 800 um en capsulas
himedas y 700 um en cépsulas secas. Asi mismo la eficiencia de encapsulacién fue del
70% en muestras con Ishpink (2:1 y 3:1), un rendimiento de produccion del 85% vy un
porcentaje de encapsulacion de principio activo del 45% en concentraciones 2:1 de Hierba

luisa e Ishpink.

Palabras clave: microencapsulacion, alginato de sodio, aceites esenciales, gelificacién

idnica, emulsién.



Abstract

The research was conducted in the laboratories of Centro de Investigacion y Valoracion de
la Biodiversidad CIVABI of Universidad Politécnica Salesiana which consisted of
microencapsulating essential oils of Lemon grass (Cymbopogon citratus) and Ishpink
(Ocotea quixos) under the technic of ionic gels for a future application in pisciculture, as a
supplement in pet food diets.

The essential oils obtained from “Fundacién Chankuap” located in the city of Macas,
province of Morona Santiago were used as the active ingredient to produce microcapsules
through emulsions based on sodium alginate, glycerin and Tween 80 at different
concentrations (2: 1 and 3: 1) in contact with a calcium chloride solution, plus a gum
arabic coating. Through GC-MS analysis of the essential oils performed at the beginning of
the research, detailed information of their chemical composition was obtained, and when
compared with microencapsulated stored for three weeks it allowed to verify the
conservation of the active ingredient at the end of the process in environmental conditions.
The homemade system developed under laboratory conditions allowed to obtain
microcapsules with a hemispherical shape, a diameter no bigger than 800 pum in wet
capsules and 700 pum in dry capsules. Also the encapsulation efficiency was 70% in
samples with Ishpink (2: 1 and 3: 1) and the production yield of 80% and a percentage of

active compound encapsulation of 45% in concentrations 2:1 of Lemon grass and Ishpink.

Keywords: microencapsulation, sodium alginate, essential oils, ionic gelation, emulsion.



Introduccion

Ecuador posee un territorio privilegiado por estar ubicado geograficamente en el neo
tropico, lo que ha permitido ser el habitat de diversas especies vegetales, que hoy en
dia suman parte de la riqueza floristica del pais. Dentro de esta gran diversidad, las
plantas medicinales han sido usadas ancestralmente para aliviar dificultades en la
salud y ahora son aprovechadas como materia prima debido a sus principios activos
para elaborar productos farmacéuticos, cosméticos y alimenticios (Buitron C., 1999).
Kuklinski (2000) menciona que los aceites esenciales son agentes activos propios de
especies vegetales, los cuales proveen diversos efectos terapéuticos. El aceite
esencial de Hierba luisa (Cymbopogon citratus) contiene en su composicion del 60-
70% de citral (3,7 dimetil 2,6 octadienal) (Lewinsohn, y otros, 1998, pag. 1124),
componente utilizado para provocar un efecto sedativo e histaminico, asi como para
la produccién de ionona, beta-caroteno y vitamina A. Al componente mirceno se le
atribuye un efecto analgésico y en si el aceite esencial de Hierba luisa segun Carlson
(2001, pag. 104) y Santin y otros (2009, pag. 653) posee propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y antifungicas.

La accion antimicrobiana del aceite esencial de Ishpink (Ocotea quixos) ha sido
estudiada debido a que actla con un amplio espectro contra microorganismos
patogenos como Candida albicans, Streptococcus piogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, entre otras (Noriega & Dacarro, 2008, pag. 5). Ademas también
actua como un fitocompuesto antitrombotico, antiinflamatorio y antidiabético, en la
industria alimenticia es usado como saborizante y en la cosmética se lo usa para
formular cremas como tambien perfumes.

Estos beneficios son atribuidos en su mayoria al componente cinamaldehido, ademas

de otros componentes de igual o0 mayor importancia como el eugenol, cinamato de



metilo, entre otros (Shaugnessy, 2006), (Ali, Kamal, & Mohamed, 2009), (Cabello, y
otros, 2009.), (Ool, y otros, 2006).

La microencapsulacion es una técnica, que favorece a la proteccién y retencion de
sustancias liquidas, solidas y gaseosas, mediante un polimero como es el alginato de
sodio el cual forma una pared que evita que el principio activo se volatice, desintegre
0 reaccione con otros compuestos externos, denominando su interior nucleo o centro
activo (Parra H., 2010). El alginato de sodio por ser un polimero biodegradable y
biocompatible, compuesto por algas marinas pardas de la familia Phaeophyceae
actla como agente estabilizante, aglutinante, espesante y gelificante, prolongando la
vida util de los productos y brindando una excelente capacidad de liberacion del
principio activo encapsulado (Avendafio, 2013).

En el presente estudio se utilizé el método de gelificacién idnica externa debido a su
facil reproductividad a nivel de laboratorio, la cual consiste en la formulacion de una
emulsion a base de alginato de sodio como polimero encapsulante, la misma que al
ser introducida en el sistema de goteo continuo formard microcapsulas al contacto
con una solucién de cloruro de calcio. Esta técnica ayudd a la obtencion de un
producto homogéneo que contenga como principio activo aceites esenciales que
puedan incorporase en la dieta de truchas y tilapias como complemento nutricional,
dados los resultados positivos encontrados en la investigacion de Rios y otros (2014,
pags. 64-65), en la cual concluyen que el aceite esencial de Hierba luisa mejora la
crianza de alevines de trucha debido a que homogenizan su desarrollo, asi también
Salazar y otros (2015, pags. 61-63) mencionan que el aceite esencial de Hierba luisa
y Cdrcuma en combinacién mejoran considerablemente el peso y la longitud de
alevines de tilapia roja. Por esta razon el presente estudio se enfocara en la

elaboracion y estandarizacion de microencapsulados de aceites esenciales con Hierba



luisa (Cymbopogon citratus) e Ishpink (Ocotea quixos) como aditivos nutricionales
para piscicultura. Ademés se determinaran las condiciones Optimas de
microencapsulacion, empleando alginato de sodio como agente encapsulante y las

caracteristicas fisico-quimicas de los microencapsulados.



Capitulo 1.
Marco conceptual

1.1 Microencapsulacion

La microencapsulacion es un proceso que permite recubrir un principio activo sea
liquido, sélido o gaseoso formando una cubierta semipermeable, fuerte y delgada de
un material polimérico, protegiéndolo de la luz, temperatura, oxigeno, pH, enzimas,
entre otros. Ademas este proceso logra enmascarar aromas y sabores, disminuye la
volatilidad, altera la densidad de un principio activo evitando la sedimentacion en
una suspension, favorece una liberacion controlada, brinda una mayor estabilidad en
el producto aumentando la vida atil y previniendo la oxidacion (Trindade, Pinho, &
Rocha, 2008, pag. 104). El producto obtenido es llamado microcapsula, microesfera
y microcapsula homogénea o heterogénea, las cuales se caracterizan por poseer un
diametro entre 1 a 1000 um originando capsulas con grandes utilidades a la industria
(Lépez & Villalta, 2009, pag. 39).

Las técnicas de microencapsulacion segin Saéz y otros (2004, pag. 87) se
categorizan en funcion a su morfologia como se muestra en la figura 1, siendo
posible distinguir entre tres tipos de microparticulas: la primera se la conoce como
microcapsulas: se presentan como particulas de forma esférica que integran o
forman un recubrimiento sélido, que a su vez tiene una parte interna conformada por
una sustancia densa, liquida o sélida, obteniendo un paquete de reservorio, el cual
indica un estado de heterogeneidad méaxima; la segunda son las microesferas: estas
particulas estan constituidas por una red ininterrumpida de polimeros, en la que la
sustancia, que ayuda en la encapsulacion se encuentra en un estado particular o
solido, por tanto en su estructura el sistema matricial debe ser lo mas homogéneo

posible; la tercera son las microcapsulas homogéneas: las cuales adquieren una forma



multinuclear o también se las denomina microesferas heterogeneas, definiéndoles
como procedimientos intermedios entre dos estados posibles de heterogeneidad
(microcapsulas) y homogeneidad (microesferas). Estas se identifican por la ausencia
0 presencia de zonas ricas en principio activo y por tener una estructura interna de

tipo dispersion cristalina (Murillo, y otros, 2001, pags. 183, 184).

Tipos de microcépsulas

Principio activo

Matriz polimérica

a. Microcapsula b. Microcapsula homogénea o
microesfera heterogénea

Principio activo + matriz polimérica

c. Microesfera

Figura 1. Estructura de microcapsula, microesfera y microcapsula homogénea
Tomado de Liberacion controlada de principios activos mediante el empleo de formulaciones

galénica. (Murillo, y otros, 2001, pag. 183).

1.2 Métodos de microencapsulacion

En la siguiente tabla se puede observar la clasificacion de métodos o procesos de
microencapsulacion: fisicos, fisico-quimicos y quimicos. De igual manera los
métodos de encapsulacion se clasifican segun el tipo de estructura formada: capsular

0 matricial.




Tabla 1. Métodos de encapsulacion

Proceso Método Principio general Material a Sistema Tamafio de particula
encapsular Formado
Pulverizacion y
Secado por aspersion dispersion de la SOIUC.'?”’ Varios Matricial -1-300 um didmetro.
seguido de evaporacion -Geometria irregular
solvente.
Fisicos Formacién de una cépsula a partir de una emulsién, -1-1000 pm
Extrusion incorporacion del material activo y encapsulante. No | Varios Matricial -Estructura irregular
es apto para sustancias termoldbiles.
Aspersion por enfriamiento Solidificacion de liquido por reduccion de Liquido Matricial -1-1000 pm didmetro
0 congelacion temperatura.
Lo -20-800 pUm didmetro
S . . Liquidos .
Conservacion compleja Precipitacion d_e_dos polimeros y adsorcion a la inmiscibles en | Capsular - Estructura de nacleo /
. superficie de una fase dispersa. aqua envoltura
Fisico- g - Sensible a la humedad
quimico >400 pm didmetro
e Reaccion de gelificacion ionica entre el polisacarido . Matricial 0 H
Gelificacion ionica - Varios -Estructura porosa
y un ién con carga opuesta. capsular - :
-Sensible al ambiente
-20-30  pum de  didmetro
L L . - Estructura de nacleo /
Reaccion quimica forma paredes a través de una
T . Y . . PR envoltura
Polimerizacion interfacial polimerizacién de mondmeros en la superficie de las | Liquidos Capsular . -
h P - La geometria  esférica
gotas que contienen el material disperso. o~ ] :
- Superficie exterior lisa y
uniforme
Asociacion supramolecular de un ligando o
Quimico | Inclusion molecular ingrediente encapsulado dentro del material Liquidos Matricial 1-1000 pm diametro
encapsulante.
Polimerizacion in situ Mismo proceso que p_ollmerlzacmn |r_1terfaC|a!, pero Liquidos Capsular 1-1000 pm diametro
este no incluye reactivos en el material del nicleo.
La separacion de dos fases ricas en diferentes Solidos con un
Incompatibilidad polimero- 5ep hy - grado finito de -200-800 pum didmetro
; polimeros y la adsorcion de una superficie de . Capsular
polimero P P solubilidad  en - Forma Irregular
particulas sélidas.
agua
Nota: Adaptado de (Valdés, 2005), (Martins, 2012), (Alonso, 2011), (Juarez, Fernandez, & Balart, 2015) por D. Caicedo y N. Chamba,

2016.



1.3 Materiales usados para la microencapsulacion

De los métodos anteriormente mencionados, algunos son limitados debido a que
existen varios materiales, usados para la microencapsulacion, pero no todos tienen
propiedades de recubrimiento necesarias por lo que se usan en combinacion con
otros materiales que lo modifiquen o complementen. Los agentes de encapsulacién
tienen algunas propiedades adicionales, de tal manera que en ciertas industrias se las
usa para la eliminacion de oxigeno, como agentes quelantes, antioxidantes y
tensioactivos (Sandoval, Rodriguez, & Ayala, 2004, pag. 76). Los materiales para la
microencapsulacion o biomateriales mas destacados para recubrimiento se los

encuentra en la tabla 2.

Tabla 2.

Clases de material de recubrimiento

Clases de Material de recubrimiento | Tipos especificos de Recubrimiento

Gomas Goma arabiga, agar, alginato de sodio, carragenina.

) Almidén, maltodextrinas, sacarosa, jarabe de maiz,
Carbohidratos ) )
ciclodextrinas.

Carboximetil celulosa, metil celulosa, etil celulosa,

Celulosas
nitrocelulosa, acetilcelulosa.
Cera,  parafina, triestarina,  &cido  esteérico,
Lipidos monogliceridos, digliceridos, cera de abejas, aceites,
grasas.
Materiales inorganicos Sulfato de calcio, silicato.
Proteinas Gluteina, caseina, gelatina, albumina.

Nota: Adaptado de Encapsulacion de Aditivos para la Industria de Alimentos (Sandoval, Rodriguez,
& Ayala, 2004, pag. 77) por D. Caicedo y N. Chamba, 2016.

1.4 Polimero

El término polimero deriva de la palabra griega “poly” significa muchos y “meros”

segmentos, por tanto es aquella estructura que estad formada por muchos segmentos,



es decir estas son macromoléculas de alto peso molecular constituidas por la union
covalente de pequefias unidades moleculares llamadas mondémeros. Cuando en su
constitucion se halle un mondémero del mismo tipo se lo denomina homopolimero y
copolimero, si el polimero esta constituido por varios o diferentes monémeros. Y a
su vez estos copolimeros se pueden distribuir en distintas formas llamandolos como
copolimero de blogue o de forma alternada (Villatoro, 2008, pag. 12).

En la siguiente figura se muestra la clasificacion de los polimeros, ya sea de

constitucion homopolimerica o copolimerica.

Clasificacion de los polimeros

Figura 2. Tipos de polimeros A: lineal B: Ramificado C: Reticulado

Adaptado de Evaluacion de la liberacion in vitro-in vivo de la teofilina a partir de
comprimidos matriciales elaborados por copolimeros de metacrilato de metilo y
derivados alminodados (Ruiz, 2005) por D. Caicedo y N. Chamba, 2016.

1.5 Alginato

El alginato es un polisacarido extraido de algas marinas pardas en diferentes o
iguales proporciones entre estas la familia destacada es la Laminariaceae como
Laminaria japonica, L. hyperborea y L. digitata, Macrocystis pyrifera, ademas de
especies como los géneros Lessonia, Ascophyllum, Ecklonia, Durvillaea. En su
estado natural, se encuentran formando geles con iones (potasio, sodio, calcio,
magnesio, estroncio y bario) (Mchugh, 1987). Estas algas se caracterizan por tener
una funcién bioldgica, formando una estructura intracelular cuya matriz de gel
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confiere a la planta maleabilidad y firmeza mecanica. Este polimero fue aislado por
primera vez el en afio de 1883 por el cientifico escoses el Dr. E.C.C. Stanford, el cual

puso el nombre de acido alginico (Draget, 2000).

1.5.1 Estructura del alginato.

El alginato esta formado por dos unidades monoméricas (figura 3): acido B-D-
manurénico y el acido a-L-gulurénico, unidos por enlaces glucosidicos: diecuatorial
(MM), diaxial (GG), ecuatorial axial (MG) y axial ecuatorial (GM) (Draget, 2000,
pag. 218).

La distribucion de los bloques G y M pueden formar heteropolimeros variando
bloques My G (MGMG), a su vez homopolimeros M (MMM) y G (GGG) (figura 3)
(Pawar & Edgar, 2012). Ademas la distribucion y volumen de monémeros, como el
volumen de grupos carboxilicos en la cadena polimérica conceden caracteristicas de
rigidez y flexibilidad segun el contenido de blogues G. Sin embargo, un alto
contenido de blogues M formara una cadena lineal, logrando un gel flexible, elastico

y ddctil, capaz de soportar a las cadenas G (Cubero, 2002).

Estructura del alginato

” Se_ ST ST

B-o-m annuronate (M) c-L-guluronate (G)

oH OO O
G [ LY L G
c
) MM M M GM GGGGGM GM GGGGGGGGM M GM GM GGM

——— ———— ~— e
M-bilock G-block G-block MG-block

Figura 3. Caracteristicas estructurales del alginato. (a) monémeros de alginato, (b) conformacion de
la cadena, (c) distribucion de bloques.

Adaptado de Handbook of hydrocolloids-alginates (Draget, 2000, pag. 219) por D. Caicedo y N.
Chamba, 2015.




1.5.2 Solubilidad.

Los alginatos son solubles en agua cuando: Sus sales magnésica, sddica y potasica en
disoluciones se encuentran a pH superiores de 3.5. Sus sales son cationes
monovalentes como [Na*, K*, NH,"] del &cido alginico y su éster propilenglicol
(CH,0H)3; NH™ .Se encuentran en mezclas de agua y solventes organicos miscibles
(Cubero, 2002).

Segin Gonzalez (2009, pag. 10) los alginatos son insolubles en: cationes
polivalentes, que contengan iones de calcio, por ejemplo leche y aguas duras, asi
como en solventes miscibles con agua por ejemplo alcoholes (R-OH) y cetonas (R-

CO-R).

1.5.3 Viscosidad.
Existe en el mercado alginatos, que presentan una alta viscosidad gracias a la
concentracion, distribucion molecular y estado de polimerizacion los cuales
interactlan con iones calcio generando caracteristicas gelificantes, espesantes y
estabilizantes en el medio (Gonzalez, 2009, péag. 10). La viscosidad depende de
varios factores como son: en soluciones decrece un 2.5% por cada grado de
incremento en la temperatura. EI proceso es reversible si se somete a la solucién a un
periodo de enfriamiento, por el contrario es irreversible si este supera los 50°C ya
que se produce un estado de despolimerizacion. Ademas aumenta su viscosidad,
cuando los valores de pH decrecen a valores de 4.5 producto de la disminucion del
acido alginico en estado libre y no influyen a un pH de 5-10. Segin Imeson (2010)
también aumenta cuanto mayor sea la concentracion del polimero y a un elevado

peso molecular provoca un considerable efecto espesante en la solucion.
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1.5.4 Aplicaciones e importancia de alginatos.
Herndndez y otros (2012, pp. 156-157) explicaron que los alginatos son usados en
diferentes industrias para: ayudar a estabilizar la espuma durante la elaboracién de la
cerveza, inmovilizar organismos benéficos para tratar aguas residuales, promotor del
crecimiento de plantas, transportador de proteinas, intercambiador de metales y como
materia prima para elaboracion de microencapsulados. Los residuos alginicos son

usados como fertilizantes y para elaborar bioetanol, entre otros.

1.6 Gelificacion idnica

La gelificacion es un método producto de una reaccion quimica, que consiste en
suspender el compuesto que se va a encapsular (principio activo) en la solucién
acuosa de alginato sodico (polianion), adicionando la mezcla por medio de goteo
sobre una solucion acuosa de cloruro célcico (cation) la misma que estd a una
velocidad de agitacion apropiada. Las mismas que al entrar en contacto produciran
una pared cubierta de alginato calcico como se puede observar en la figura 4, que es
insoluble pero permeable en agua (L6pez & Villalta, 2009, pag. 54).

La reaccion quimica para la formacion de gel de alginato es:

2Na — Alginato + Ca2* — Ca — Alginato + 2Na" (L6pez & Villalta, 2009, pag. 54).

Formacién del gel de alginato

Alginato liquido Adicion de iones Ca®" Gel de alginato

e IV — .
e N

Figura 4. Formacién de alginato calcico a partir de solucién de alginato de sodio y adicién de iones
de calcio para la formacion del gel

Adaptado de Propuesta de un método para la elaboracion de microesferas matriciales de acido
acetilsalicilico utilizando alginato de sodio por la técnica de gelificacion ionica (Lépez & Villalta,
2009, pag. 54) por D. Caicedo y N. Chamba, 2016.
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El método de gelificacion idnica se ha desarrollado por dos mecanismos:

Gelificacidn idnica externa: consiste en introducir la solucién de alginato (pH
neutro) en una solucién externa con iones calcio provocando una difusion que
dara lugar a la formacion de gel producido en la interface y desplazandose
hacia el interior por consumo de iones calcio como se lo puede observar en la
figura 5, de manera que la sal de alginato es retirada con el cation
solubilizado del agua conectando varias moléculas poliméricas por
interaccion de bloques G, dando como resultado un tamafio minimo de 400
UM a un maximo de 1000 um. La sal mas usada es el cloruro de calcio (bajo
costo y considerable cantidad de calcio) y otras como el acetato
monohidratado, lactato de calcio, citrato tricalcico, fosfato dicalcico y fosfato
tricdlcico (Helgerud, Gazerod, Fjaeraide, Andersen, & Larsen, 2010, pag. 29).
Segun Draget (2000) los factores a considerar en control de transicion sol-gel
en gelificacidn idnica externa son: composicion del polimero y concentracion

de calcio.

Gelificacion idnica interna: se basa en la liberacion controlada de la sal de
calcio en la solucion de alginato de sodio, la cual debe estar previamente
soluble o dispersa en el polimero. En la figura 5 se puede obsrvar como el ion
calcio puede liberarse de dos formas: (a) cuando la sal de calcio es insoluble a
pH neutro pero soluble a pH &cido se puede adicionar un &cido organico
como acetico, adipico y el glucono delta-lactono los cuales acidificaran el
medio logrando solubilizar los iones calcio. (b) cuando la sal de calcio es
soluble se agrega a la solucion alginato-calcio un agente secuestrante como el

sulfato de calcio (ventajosa solubilidad y bajo coste), fosfato o citrato de
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calcio, retrasando el proceso de formacion de gel para permitir que el acido
organico libere los iones calcio logrando obtener un gel homogéneo
(Helgerud, Gazerod, Fjaeraide, Andersen, & Larsen, 2010, pags. 29-30).

Segun Draget (2000) los factores a considerar en control de transicion sol-gel
en gelificacion idnica interna son: solubilidad, concentracion de sal de calcio,

concentracion del agente secuestrante y del &cido organico empleado.

Mecanismos de gelificacion i6nica

" s
(= Gelificacion externa
(;T

Solucién de
Alginato

< - Gelificacion interna A

P

6n de Alginato

" Sok
+
-

‘._ Gelificacion interna B
< A

< -
C MR
Solucién de Alginato

- " ® Agente secuestrante

Figura 5. Mecanismo de gelificacién ionica externa e interna Ay B
Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

1.7 Emulsiones

Una emulsién es una mezcla coloide termodindmicamente inestable, que consta de
dos fluidos inmiscibles entre si, donde uno de ellos se encuentra disperso en el otro
en forma de gotas muy delgadas cuyo didmetro en general es superior a 0,1 pm
(Gomez & Munguia, 2014, pag. 24). Segun Windhab y otros (2005, pag. 24) el
tamafo de la gota en fase dispersa alcanza el proceso de homogenizacion y estos
mencionan que las emulsiones se pueden clasificar como micro (10-100 nm), mini
(100-1000 nm) y macroemulsiones (0.5-100 um). Ademas por el tamafio de la

particula se puede catalogar a la emulsion segin su apariencia como: 0>1 pm
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(blanco-lechosa), 1<0>0,1 um (blanco-azul), 0,1<0>0,05 (gris transparente) y 0<0,05
(transparente) (Lupo, 2012, pag. 46).

Las emulsiones estan formadas por dos o mas fases liquidas, las cuales se presentan
como gotas delgadas ““fase dispersa” y la suspension de esas gotas “fase continua”. A
su vez estas forman diferentes tipos de emulsiones: (a) cuando el aceite (fase oleosa)
estd disperso en agua (fase acuosa) “O/W”, (b) cuando el agua (fase acuosa) se
encuentra dispersa en aceite (fase oleosa) “W/O”, (c) mezclas complejas como
aceite-agua-aceite “O/W/O” y agua-aceite-agua “W/O/W” (GOémez & Munguia,
2014, pag. 24), (Tanford, 1980). La mezcla de estas fases se debe a un proceso en el
cual estan involucrados equipos de agitacion como homogeneizadores (Charcosset,
2009, pag. 24).

Una de las caracteristicas importantes de las emulsiones alimenticias en su
estabilidad es la capacidad de resistir cambios quimicos, fisicos y microbiol6gicos
que modifiquen sus propiedades con el pasar del tiempo seglin la naturaleza del
producto alimenticio utilizado. Esta estabilizacion se logra gracias a la incorporacion
de agentes emulgentes, tensioactivos, sales y polimeros (Gémez & Munguia, 2014,

pag. 25).

1.8 Tensioactivos

Son sustancias con una estructura molecular hidrofila (grupos iénicos o polares) las
cuales tienden a situarse en la interfase hacia el agua y una parte hidréfoba
direccionada en sentido al aceite o aire (cadena hidrocarbonada lineal o ramificada)
logrando disminuir la tension superficial o interfacial afectando la energia de las

superficies en contacto (Lupo, 2012, pag. 40).
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El responsable de los fendmenos de la actividad superficial y de la agregacion
supramolecular de los tensioactivos se conoce como Balance Hidréfilo-Lipofilo
(HLB). Este comprende valores adimensionales de 0-20 (tensioactivos no iénicos),
los cuales proporcionan informacion sobre la solubilidad en W/O, mientras que
valores menores a 9 son tensioactivos no solubles en disolventes apolares
(tensioactivos lipofilicos), usados para estabilizar emulsiones W/O. Asi mismo
valores mayores a 9 en HLB presentan afinidad por disolventes polares usados para
estabilizar emulsiones O/W (Schramm, 2005, pag. 206). En la siguiente tabla se

puede observar las diferentes relaciones del HLB y sus aplicaciones.

Tabla 3.

Relacion valores HLB, solubilidad y aplicaciones

HLB Aplicaciones Solubilidad en Estado del tensioactivo en EJEMPLO
agua agua

3-6 Emulsiones W/O 1-4 No dispersable Span 60, 80, 83, 85, 120.

7-9 Agente humectante 3-6 Poco dispersable Span 20, 40.

8-15 Emulsiones O/W 6-8 Dispersion turbia inestable Span 20.

Tween 21, 60, 61, 65, 80.

13-15 Detergente 8-10 Dispersion turbia estable Tween 21, 40, 60, 80.
15-18 Solubilizador 13 Solucién transparente Tween 20, 40, 80.

Nota: Adaptada de Estudio de la gelificacion de alginatos para encapsulacién: caracterizacién,
preparacion y aplicaciones en alimentos funcionales (Lupo, 2012, pag. 43) por D. Caicedo y N.
Chamba, 2016.

1.8.1 Caracteristicas de monoleato de sorbitdn polioxietileno (Tween
80).
Los tweens son derivados de los etoxilados, los cuales se producen por reaccion del
oxido de etileno con un grupo hidroxilo libre del grupo éster del sorbitan (Alegria &
Amaya, 2007, pag. 362). Es asi como, segun Riojas (2011, pag. 578) al tween se le
atribuye las siguientes caracteristicas: insoluble en agua; soluble en disolventes
organicos; no forma sales insolubles con iones calcio, férrico, entre otros; usado en

soluciones acidas fuertes, baja toxicidad y fitotoxicidad; forma emulsiones estables;
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agente espumante leve a moderado; eficaz biorremediador de suelo en un 99. 6% por

presencia de baja Concentracion Micelar Critica (CMC) 12g/L.

1.9 Recubrimientos

Los recubrimientos que se usan en microcapsulas o microesferas son: almidon,
maltodextrinas, quitosano, ciclodextrinas, celulosa, carboximetilcelulosa, goma
arabiga entre otros, los cuales permiten que sean comestibles y biodegradables. Estos
desarrollan una permeabilidad selectiva provocando una reduccion de Oz y un
aumento del CO> en el ambiente, lo que conlleva a disminuir la pérdida de humedad,
retrasa el transporte de solutos, inmovilizan compuestos volatiles y mejora las

propiedades mecanicas para la manipulacién (Garcia & L6pez, 2012).

1.9.1 Goma arabiga.
Es un heteropolisacarido de alto peso molecular (350 kDa) extraido de la resina de
los arboles del género Acacia, su estructura quimica esta constituida por proteinas (1-
3%) y carbohidratos (97%) dentro de ellas la D-galactosa y L-arabinosa (LOpez,
Goycolea, Valdez, & Calderon, 2006, pag. 184). Posee un caracter anfifilico que le
permite absorber superficies lipofilicas y le confiere una efectiva proteccion contra la
oxidacion (Garcia & Lépez, 2012, pag. 90). Ademas segun Gonzéales (2014, pag.
302) la goma arabiga funciona como agente estabilizante, emulsionante y espesante
por su capacidad para formar soluciones con grandes concentraciones. También
prevenir la cristalizacion del azUcar, el escurrimiento de grasas y evita la interaccion

con el ambiente frente a otros ingredientes formando una barrera protectora.
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1.9.2 Carboximetilcelulosa (CMC).
Es un polimero derivado del éter de la celulosa obtenida mediante la adicion de
grupos carboximetilos a la molécula, posee un caracter higroscopico, alta viscosidad
en soluciones diluidas, excelentes propiedades para formar peliculas, inocuidad y
excelente comportamiento como coloide protector y adhesivo, no toxico, de bajo
costo y biodegradable (Enebro, Momcilovic, Siika-Aho, & Karlsson, 2007). En la
industria alimenticia es usado como agente estabilizante, espesante, suspensor y evita
la cristalizacion (Teran & Escalera, 2007, pag. 108). Las peliculas formadas son
comestibles, resistentes, transparentes y pueden ser flexibles con la adicion de

plastificantes como glicerol (Boateg, y otros, 2009).

1.9.3 Almidon.
Son polisacaridos de reserva, es decir se localizan en forma de granulos
intracelulares compactos con estructura y dimension propia (20-130 micrones) segun
el tejido de la planta (Miramont, 2012, pag. 17). Su composicion esta formada por
amilosa “polimero lineal” (20-30%) y amilopectina “polimero ramificado” (70-80%),
esta proporcién permite que de la cantidad de amilosa dé como resultado una pelicula
fragil y quebradiza. Es biodegradable y de bajo costo por la abundancia de sus
fuentes. Insoluble en agua fria, exhibe una elevada viscosidad a altas temperaturas
(60-70°C), sirve como barrera (O2 y lipidos), por ejemplo el almidén de yuca.
Debido a sus propiedades hicrocoloides el almiddn ejerce funciones, como agente de
recubrimiento, espesante, estabilizante entre otros (Miramont, 2012, pag. 21),

(Dominguez & Jiménez, 2012, pag. 115 y 116), (Qiu- Ping & Wen- Shui, 2008).
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1.10 Anadlisis de microencapsulados a base de aceite esencial

Para analisis de las caracteristicas morfoldgicas y de tamafio se realiza por el método
de microscopia Optica o de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy) (Lozano,
2009), (Gordillo Galeano, 2013).

El rendimiento de produccién de microencapsulados permite conocer el porcentaje
de microcapsulas, obtenidas a partir cierta cantidad de principio activo y polimero.
Este permite tener una vision econdmica en este tipo de produccién para producirlo a
mayor escala (Lozano, 2009).

La eficiencia de encapsulacion es la cantidad de principio activo presente en las
microcapsulas, dicho principio activo debe ser extraido del polimero, mediante un
disolvente ante el cual presentan solubilidad e insolubilidad (Lozano, 2009).

Los polvos con mayor tamarfio de particula poseen menor aceite superficial debido a
una menor area de superficie, sin embargo se advierten de otros factores que también
controlan el contenido de aceite superficial en los microencapsulados (Kim. Y &
Morr. C, 1996). Un alto contenido de aceite superficial puede causar no solo una
mayor pérdida de componentes volatiles por evaporacion, sino también una mayor
inestabilidad si los compuestos son mas propensos a la oxidacion (Madai Bringas &
Pino, 2012).

La estabilidad del producto indica la durabilidad de los componentes volatiles. La
estabilidad oxidativa es un factor a considerar debido a que los aceites esenciales de
citricos y sus combinaciones pueden emitir olores ajenos durante su conservacion
(Madai Bringas & Pino, 2012). Este analisis se basa en acelerar el proceso oxidativo
por medio de un aumento de la temperatura y concentracion de oxigeno,

anunciando asi su durabilidad (Holgado Arroyo, 2011).
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1.11 Aceites esenciales

Los aceites esenciales forman una mezcla compleja de diversos compuestos de
aromas volatiles, entre ellos los compuestos terpénicos (alcoholes y fenoles;
aldehidos y cetonas; ésteres; éteres e hidrocarburos) y no terpénicos (Reyes, Palou, &
Lopez, 2012). Poseen ciertas caracteristicas entre las que destaca su baja densidad
con respecto al agua; elevado indice de refraccion; son volatiles; solubles en
alcoholes, éter y cloroformo e insolubles en agua; incoloros, ligeramente amarillos y
liquidos a temperatura ambiente (Albarracin & Gallo, 2003). Generalmente los
aceites esenciales son extraidos de diferentes partes de la planta como las hojas, raiz,
tallos, flores, fruto y otros. El rendimiento de extraccion de aceites esenciales es bajo,
oscila entre el 0,01% - 2%, esto depende de varios criterios como el origen, la
especie, edad, 6rgano de la planta, condiciones climaticas, el lugar de crecimiento,
temperatura, y otras (Bandoni, 2002).

Los aceites esenciales se clasifican de acuerdo a su origen: naturales, artificiales y
sintéticos; segun su consistencia: esencias, balsamos y resinas; ademas se clasifica de
acuerdo a sus componentes mayoritarios: monoterpenos, monoterpenoides,
sesquiterpenos, fenilpropanos (Bandoni, 2002), (Albarracin & Gallo, 2003).

Existen varios métodos extractivos para aceites esenciales: con solventes volatiles,
destilacion con vapor de agua, entre otros (Eikani, Golmohammad, &
Roswhanzamir, 2007), (Albarracin & Gallo, 2003). La destilacion por arrastre con
vapor de agua es la técnica mas utilizada debido a su elevado rendimiento, pureza y
sencillez de la técnica, ademas de ser un proceso economico y rentable. Esta técnica
consiste en cortar en trozos pequefios la muestra vegetal fresca, y colocar en un
recipiente cerrado, el cual serd expuesto a una corriente con vapor de agua

sobrecalentado, fluye mojado y a una presion relativamente baja, penetrando a la
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muestra vegetal. La esencia es arrastrada, condensada en un refrigerante, recaudada
en un vaso florentino y separada de la fase acuosa por diferencia de densidad

(Bandoni, 2002), (Martinez M., 2003).

1.11.1 Métodos fundamentales para el analisis de aceites esenciales.
Los meétodos fundamentales para el andlisis de aceites esenciales son:
determinaciones fisicas (aroma, peso especifico, indice de refraccion, poder rotatorio,
solubilidad en mezclas alcohol-agua) y determinaciones quimicas: (indice de acidez
libre, saponificacion y éster, determinacion de aldehidos y cetonas, indice de acetilo,
técnicas cromatograficas; cromatografia de capa fina (CCF),gaseosa (CGL), liquida
de alta resolucién (HPLC), métodos espectroscopicos; espectrometria de masas
(EM); espectroscopia infrarroja (IR); y sistemas cromatograficos acoplados a
técnicas espectroscopicas, especialmente la cromatografia de gases acoplada a la
espectroscopia infrarroja (GC-FTIR) y la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC-MS). Este ultimo es un método de separacion de
componentes adecuado para la identificacion, debido a que los aceites son volatiles
y de bajo peso molecular (< 300g/mol). La sustancia o esencia se inyecta
directamente en el cromatografo, sin ningun tratamiento previo, lo cual elimina
posibles modificaciones en la composicion de la muestra o en la estructura de sus
constituyentes debido a un pretratamiento. Harvey (2000, pags. 580-581) menciona
que en el cromatdgrafo los componentes de la esencia o sustancia se separan en dos
fases, una estacionaria (solida o liquida) y otra movil (gas N2, He, H») tras lo cual
penetran en el espectrometro de masas, permitiendo registrar los espectros de cada
una de las sustancias separadas por medio de 34 patrones de fragmentacion, que se

observan en sus espectros de masas, obtenidos por las técnicas de: ionizacion
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quimica e impacto electronico, ya que el espectrometro de masas es el que posee una
biblioteca interna debido a su indice de retencion; éste es aquel que permite
identificar los espectros de los compuestos en aceites esenciales (Albarracin & Gallo,
2003), (Bandoni, 2002).

El indice de retencion de Kovats es un metodo en el que produce una retencion
cualitativa, comparando los valores o la posicion del pico del compuesto de interés
con los valores calculados o proporcionados a los picos de hidrocarburos modelo,
ayudando a identificar los componentes de la mezcla (1965).

El espectro infrarrojo permite detectar la presencia de anillos aromaticos, grupos
hidroxilo, carbonilo, enlaces dobles C=C, etc. Para determinar el espectro se coloca
una pequediisima cantidad (gota) del componente en una celda de NaCl y se
introduce en el espectrofotometro. El espectro IR de una molécula es como su DNI o
medicion espectral, caracteristico de ella y se puede comparar con una base de datos

de espectros (Bandoni, 2002).

1.11.2 Aceite esencial de Hierba luisa (Cymbopogon citratus).
Hierba luisa (Cymbopogon citratus) es una hierba perenne, perteneciente a la familia
Poacea, contiene en sus hojas aceites esenciales que son considerados como desecho
del metabolismo de la planta cuya composicion quimica es muy compleja, es por ello
que mediante analisis fitoquimicos se ha podido identificar diferentes componentes
como: citral, citral a, citral b, citronelol, acetato de citronelol, acetato de geraniol, 6-
metil-hepta-5-en-2-2-ona, limoneno, oxido de linaldol, mentol, a-pineno, b-pineno,
sesquiterpeno, oxi-bisaboleno, b-cardineno, humuleno, alcanos-3-metil-hepta-2-ona,

metil-heptenol, entre otros (Kaoba, y otros, 2006).
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El citral (3,7 dimetil 2,6 octadienal) representa del 60-70% en la composicion del
aceite esencial de Hierba luisa, asimismo posee dos isdmeros geométricos conocidos
como a-citral “geranial” el cual representa una mayor proporcién y B-citral “neral”,
su diferencia radica en la posicion del doble enlace en el atomo de carbono terminal
(Lewinsohn, y otros, 1998, pag. 1124).

Algunas de las caracteristicas y usos importantes de Cymbopogon citatus son: el olor
caracteristico a limén, su color amarillo fuerte, forman compuestos ciclicos debido a
la sensibilidad que presenta por lo acidos, provee un efecto sedativo e histaminico
especificamente por la presencia del monoterpeno citral que a su vez es usado en la
produccién de ionona, beta-caroteno y vitamina A, ademas es analgésico por
contener mirceno y posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antifungicas
por los aceites esenciales (Carlson, Machad, Pereira, & Bolsan, 2001, pag. 104),

(Santin, y otros, 2009, pag. 653).

1.11.3 Aceite esencial de Ishpink (Ocotea quixos).
El aceite esencial de Ishpink (Ocotea quixos) es extraido del tallo y hojas del arbol
femenino perteneciente a la familia Lauracea se caracteriza por poseer un olor
particular a canela, dicho arbol florece y fructifica cada dos afios cuando alcanza
minimo veinte afos de madurez (Noriega & Dacarro, 2008), (Cardenas, Castafio,
SUA, & Quintero, 2015). Analisis fitoquimicos muestran un sinnimero de
compuestos como: canfeno, cariofileno, linalol, 4 terpineol, eremofilo, acetol, alfa
terpineol, alfa humuleno, trans-cinamaldehido, benzaldehido, en trazas aparecen
otros fenilpropanoides (safrol y ésteres del acido cindmico), mono y sesquiterpenos,
que aunque solo aparecen en trazas contribuyen al sabor y olor de manera importante

(Cazorla, 2013, pag. 30).
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Noriega y otros (2008, pag. 5) determinaron que el aceite esencial de Ishpink actla
como agente antimicrobiano frente a ciertos microorganismos patogenos, entre los
que se menciona a Candida albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus piogenes,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus (0.09-1.25% concentracion) y
Escherichia coli (1.25% concentracién). Ademdas actia como un fitocompuesto
antitrombdtico, anticoagulante, vaso relajante, antiinflamatorio y antidiabético
(Domingo & Lopez , 2003).

El trans-cinamaldehido del Ishpink es un producto natural del Cinamaldehido con
un grupo fenol unido a un aldehido insaturado, actia como saborizante en la
industria alimenticia, ademas contiene propiedades antimutagencias, antioxidantes,
anticancerigenas, antifungicas y antimicrobianas (Shaugnessy, 2006), (Ali, Kamal, &

Mohamed, 2009), (Cabello, y otros, 2009.), (Ooi, y otros, 2006).
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Capitulo 2.

Metodologia
Para la realizacion del presente trabajo se emplearon aceites esenciales de Hierba
luisa e Ishpink, con las caracteristicas que se pueden observar en la ficha técnica del
anexo 1, estos aceites se obtuvieron de la Fundacion Chankuap ubicada en la
provincia de Macas en el Oriente Ecuatoriano. Como polimeros encapsulantes se
empled alginato de sodio de diferentes casas comerciales, a las que se denominé
como muestra 1 (M1) (anexo 2) y muestra 2 (M2) (anexo 3). Antes de la elaboracion
de microencapsulados se evalu6 la materia prima proporcionada por el Centro de
Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad (CIVABI) de la Universidad

Politécnica Salesiana.

2.1 Metodologia para evaluacion de aceites esenciales
Para la evaluacion de aceites esenciales de Hierba luisa e Ishpink se procedié a
analizar su composicion mediante Cromatografia de Gases acoplada a Masas (GC-
MS), el equipo trabajo con las siguientes caracteristicas y parametros:
e Equipo: Varian modelo 3900 y Varian Saturn 2100D
e Parametros del GC/MS:
» Flujo de gas Helio ImL x min
» Temperatura del inyector a 280°C
» Split Ratio a 50
e Columna capilar:
» Temperatura inicial 55°C,
o Temperatura media 100°C (1°/min)

o Temperatura final 250°C (5°/min)
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e Tiempo de espera a 250°C (15 min)

e Tiempo total de analisis (90 min)

e Rango de masa de 35 a 400 m/z

e >i=70eV
Para ello se preparo la muestra a inyectar tomando 1mL de diclorometano con 10 uL
de aceite esencial Hierba luisa e Ishpink respectivamente y se coloco en un frasco
ambar de 1mL de capacidad, se tomé 2 uL de la muestra preparada e inyecto en el
(GC-MS), se observd y registro los espectros obtenidos.
Asi mismo se confirmé los datos registrados de composicion mediante el analisis de
FIT-IR, por lo cual se procedié a llenar con aceite esencial una celda ATR,
controlando no sobrepasar su capacidad.
La densidad relativa se evalu6 mediante el densitometro (Mettler Toledo modelo
DM40) y por el método IUPAC 2. 101 con su respectivo factor (Dieffenbacher &
Pocklington, 1992, pag. 33). Para el indice de refraccion se midié en el equipo
ATAGO NAR-1T LIQUID. Ademas se aplicé el ensayo organoléptico para observar

su apariencia, color y olor.

2.2 Metodologia para evaluacion de materia prima

A la muestra M1y M2 se les realiz6 varios analisis referentes a su composicién y
caracteristicas fisicoquimicas para establecer la calidad y pureza del polimero,
determinando cual seria el mas idéneo para cumplir con nuestro objetivo. Cabe
mencionar que los procedimientos han sido implementados por diversos autores y

algunos han sido modificados de acuerdo a nuestras condiciones.
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Se realizaron diferentes pruebas para la identificacion y pureza de la materia prima,
dentro de ellas se desarrollo el ensayo de solubilidad, donde se pesé 2 g de muestra
M1y M2 de alginato de sodio en una balanza analitica afladiéndose la muestra en los
diferentes tubos de ensayo, cada uno con un volumen de 20 mL de agua destilada,
etanol, cloroformo y éter de petroleo, ademas se observo el color de cada solucién
formada y si cada una es soluble e insoluble. Para las pruebas de pureza del polimero
se determind por medio del ensayo organoléptico, el cual consistio en pesar 2 g de
muestra M1 y M2 en una balanza analitica en estado sélido, con ayuda de una
espatula y caja Petri se evidencio su apariencia, color, olor y presencia de particulas
extrafias. Posteriormente se evalud el contenido de humedad pesandose 2 g de la
muestra M1 y M2, llevandolas a una estufa de secado a una temperatura de 105°C
durante 4 horas para obtener el porcentaje de pérdida de agua. Asi mismo se realiz6
una solucién de 2 g por cada muestra de M1y M2 en 400 mL de agua destilada para
verificar su pH, conductividad eléctrica, densidad y viscosidad (Torres E., 2014).

Segun Mercosur (2015) para el analisis de pureza con cenizas sulfatadas se peso
entre 1 a 2 g de M1 y M2 de alginato de sodio en crisoles previamente tarados a
ignicion por 30 min en una mufla, se los enfrié en un desecador y se registro sus
pesos. Se afiadié 1 mL de &cido sulfrico a cada muestra ingresandolas nuevamente a
la mufla a una temperatura hasta llegar a su carbonizacién. El residuo se enfrio y
humedecié con 1 mL de &cido sulfarico, se calentd levemente hasta que no se
desprendan humos blancos y luego se carbonizo (incinerar a 600 + 50°C entre 2y 3
horas). Se enfrid, pesé e incinerd por 30 min mas. Se repitio el proceso hasta que la

diferencia entre pesos sucesivos no sea mayor a 0.5 mg.
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Se calcul6 el porcentaje del residuo segun la siguiente férmula:

Ecuacion 1. Porcentaje de cenizas sulfatadas

P2-P2
P3

x100

% residuo de ignicién (cenizas sulfatadas) =

Fuente: (Mercosur, 2015).

Donde:

P1=Peso del crisol después de la calcinacion y enfriamiento.

P2= Peso del crisol con muestra después de la calcinacion y enfriamiento.

P3= Peso inicial de la muestra.

Posteriormente se evalud la estructura molecular del alginato de sodio de cada una de
las muestras mediante el método de la pastilla de bromuro de potasio (KBr), para lo
cual se pes6 5 mg de muestra M1 y M2 con 100 mg de KBr respectivamente.
También se determind la cantidad de sodio presente en las muestras para ello se peso
300 mg de (M1) y (M2), se colocé en los tubos digestores y se afiadié a cada uno 5
mL de acido nitrico dejandolos reposar por 20 min aproximadamente en la sorbona,
se tapd los tubos digestores con las muestras listas procurando no apretarlas fuerte y
se las llevo al microondas (Speedwave modelo MWS-2 anexo 7) programado a un
tiempo de 35 min. Transcurrido este tiempo se retiré del digestor las muestras y asi
mismo se las llevo a la sorbona para reposar durante 15 min, se aflojé con suma
suavidad cada tubo digestor permitiendo la salida de gases y obteniendo una
sustancia con una coloracién amarilla oscura, se filtr6 al vacio y se las colocé en
balones aforados de 50 mL. De cada muestra se tom6 1 mL y se afor6 en un balén de
100 mL, lista la muestra se procedid a leer en el espectrofotometro de absorcion

atomica (Varian modelo SpectrAA-55).
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2.3 Metodologia para elaboracion de microcapsulas de aceite esencial de
Hierba luisa (Cymbopogon citratus) y hojas de Ishpink (Ocotea quixos)

Se prepar6 emulsiones con los dos tipos de muestras de alginato de sodio (M1 y M2),

las cuales fueron sometidas al contacto con una solucion de cloruro de calcio (CaCly)

1 Molar (1M). El resultado de la interaccion de las dos soluciones y los analisis

anteriores permitio saber cual de los polimeros resultd méas adecuado para la

microencapsulacion del principio activo y con el que se trabajo durante todo el

proceso de microencapsulacion.

2.3.1 Preparacion de solucién madre.
Se prepard una solucion madre del polimero encapsulante a una concentracion de
2.5% p/v de alginato de sodio (M1) en 100 mL de agua destilada a temperatura
ambiente en un vaso de precipitacién, empleando un magneto y una plancha
magnética permitiendo una agitacion constante en un intervalo de velocidad de 700 a
900 rpm durante aproximadamente 30 min hasta que se forme una solucién
homogénea y viscosa. Posteriormente se adiciond a la solucion madre un volumen de
2.5 mL de glicerina (agente humectante, conservante) y 2.5 mL de tween 80 (agente
tensioactivo) adquiridos por el CIVABI (anexo 4 y 5). Se mantuvo la solucién en
agitacion constante durante 15 min a una velocidad de 700 y 900 rpm, cabe
mencionar que para la preparacién de la solucion no fue necesario someter a
calentamiento, ya que puede cambiar su viscosidad. Inmediatamente a la solucién
madre se la llevé a homogenizar empleando un ultraemulsificador (Silverson L5M-
A) en un intervalo de velocidades de 8000 a 10000 rpm durante 8 a 10 min, se dejé
reposar la solucion durante aproximadamente una hora hasta que la presencia de

espuma debido al uso del ultraemulsificador desaparezca por completo y la
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temperatura adquirida se estabilice a temperatura ambiente. Ya lista la solucion
madre de ALG (alginato de sodio) para las cuatro concentraciones (400 mL de
solucion en total) se formo las diferentes dispersiones o emulsiones a diferentes
concentraciones de alginato de sodio (ALG) y aceite esencial de Hierba luisa (HL)
(Cymbopogon citratus) e Ishpink (Ocotea quixos) (IS). (ALG/AE) 1:1; 2:1; 1:2; 3:1
(Paula, 2010).

Tabla 4.

Concentraciones para la formacion de emulsiones con solucion madre de alginato de

sodio y aceite esencial.

Concentraciones 11 2:1 1:2 31
Emulsion madre 50mL 66,66 mL 33,32 Ml 75 mL
AE (HL e IS) 50 mL 33,32 mL 66,66 mL 25 mL
Total emulsion 100 mL 100 mL 100 mL 100 mL

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015

Cuando la solucion madre de alginato de sodio se encontrd a temperatura ambiente
se adiciond las diferentes concentraciones segun la tabla 4 de (ALG/AE)
respectivamente, manteniéndose en agitacion constante durante 8 a 10 minutos
empleando un ultraemulsificador a un intervalo de 10000 rpm aproximadamente. Por
ultimo se dejo reposar la emulsion durante 24 horas en refrigeracion a temperaturas
de 0 a4°C.
Para cada concentracion de (ALG/AE) se asignd un cddigo de identificacion, estos
son:
- M1:1-IS/HL es la muestra de la emulsion con concentracion 1 de la solucion
madre de alginato de sodio y concentracion 1 del aceite esencial de Ishpink

(1S) o Hierba luisa (HL).
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- M2:1-IS/HL es la muestra de la emulsion con concentracion 2 de la solucion
madre de alginato de sodio y concentracion 1 del aceite esencial de Ishpink
(IS) o Hierba luisa (HL).

- M1:2-IS/HL es la muestra de la emulsion con concentracion 1 de la solucion
madre de alginato de sodio y concentracion 2 del aceite esencial de Ishpink
(1S) o Hierba luisa (HL).

- MS3:1-IS/HL es la muestra de la emulsion con concentracion 3 de la solucion
madre de alginato de sodio y concentracion 1 del aceite esencial de Ishpink

(IS) o Hierba luisa (HL).

2.3.2 Estabilidad de emulsion por microscopio.
Para esta prueba se tomd 1 gota del reactivo azul de metileno o rojo sudan 3y 1 gota
de las emulsiones M2:1-1S/HL; M3:1-1S/HL respectivamente, se colocd y observé en
un portaobjetos con ayuda de un microscopio Optico la presencia de aceite esencial y
la heterogeneidad de la emulsién, ya que esto permitié identificar si la emulsion es

agua/aceite (O/W) o aceite/agua (W/O) (Martin, Garcia, & Rodriguez, 2011).

2.3.3 Preparacion de solucion de cloruro de calcio a concentracion 1
Molar.
Se prepard una solucion de CaCl, 1M a un volumen de 200 mL de agua destilada.
Dicha solucion se mantuvo en refrigeracion a una temperatura entre 0 a 4°C, hasta su

uso en la elaboracion de microcapsulas (Paula, 2010).
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2.3.4 Preparacion de recubrimientos.
Como recubrimiento se us6é goma ardbiga (anexo 6). Segun Paula (2010) se prepar6
una solucion al 10% en 100 mL de agua destilada. Para ello se pes6 10 g de goma
arabiga y se colocd en un vaso de precipitacion con 100 mL de agua destilada, esta
solucion se sometid a un proceso de agitacion constante durante aproximadamente 10
min con ayuda de una plancha magnética a temperatura ambiente. Posteriormente se
Ilevd dicha solucion a las mismas condiciones de refrigeracion a la que fue sometido
el CaCl,. Este proceso se realizd también para almidon y carboximetilcelulosa

obtenidas del CIVABI.

2.3.5 Elaboracion de microcapsulas de alginato de sodio.
Para la elaboracién de las microcapsulas se tom6 un volumen de 15 a 20 mL de las
emulsiones finales M2:1-IS/HL; M3:1-IS/HL y se las afiadid al sistema de goteo
continuo casero, con ayuda de una bomba al vacio se logré cortar el tamafio de las
gotas para obtener un tamafio adecuado al momento de caer a la solucion de CaCly,
provocando la gelificacion de las gotas, producto de una interaccién idnica (Willaert
& Baron, 1996) (anexo 16). Una vez terminada la cantidad suministrada en el
sistema se llevd las capsulas a traves de tamices de 70, 350 y 500 pm, los cuales
permitieron realizar 3 lavados con agua destilada. Las microcéapsulas ya lavadas se
las llevo a reposar en una solucion de CMC, almidon y goma ardbiga durante un
tiempo de 45 a 60 minutos a condiciones ambientales, esto ayudo a elegir el mejor
recubrimiento para la produccién (anexo 17). Luego del tiempo de reposo en las
soluciones de recubrimiento las microcdpsulas fueron lavadas, por ultima vez
Ilevandose a recipientes, los cuales poseian de base papel absorbente y papel filtro,

para retirar todo el exceso de agua durante el proceso (anexo 18). Finalmente ya
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retirado el exceso de agua se distribuyeron las microcapsulas en toda el area de cajas
Petri de 15x15 cm de diametro sometiendolas a un proceso de secado que consistid
en: Primer secado- estufa (25°C durante 48 horas), Segundo secado- estufa (35-40°C
durante el dia) y (25-40°C durante la noche) por un lapso de 48 horas y Tercer
secado- desecador (condiciones ambientales) por 48 horas. Durante los diferentes
periodos de tiempo fue necesario registrar ciertas caracteristicas de las microcapsulas
como son: tamafio, color, olor y apariencia, es importante mencionar que las
microcapsulas fueron almacenadas en fundas ziploc de aluminio cerradas

herméticamente para posteriores analisis (anexo 19).

2.3.6 Extraccion de aceite esencial de microcdpsulas para

Cromatografia de Gases acoplada a Masas (GC-MS).
Para la extraccion de aceites esenciales de las microcapsulas se utilizé el método
descrito por (Yoshia, y otros, 2001) y el analisis estadistico no paramétrico Kruskal
Wallis (Programa Past statistics 3.0) para probar diferencias significativas en el
contenido de aceite esencial en las microcapsulas. Se pes6 0.15 g de cada una de las
muestras (M2:1-1S/HL; M3:1-IS/HL) y se las coloco en tubos de centrifuga de 10
mL, se realizé una mezcla de concentracion 1:1entre hexano: isopropanol de la cual
se tom6 4 mL mas 1 mL de agua ultrapura y se colocé en el tubo con la muestra
respectiva. Inmediatamente la mezcla fue llevada a un agitador vortex durante 5 min,
y se llevo a bafio sonico a una temperatura de 50°C durante 15 min, posteriormente
las muestras fueron centrifugadas a una velocidad de 10000 rpm durante 15 min para
finalmente almacenar el sobrenadante en un frasco ambar para ser usado en la

cuantificacion por GC-MS del aceite esencial (anexo 20).
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2.3.7 Condiciones de analisis del cromatografo para el aceite esencial de

microcapsulas

Se procedié a analizar su composicion mediante Cromatografia de Gases acoplada a

Masas (GC-MS), el equipo trabajo con las siguientes caracteristicas y parametros:

Equipo: Varian modelo 3900 y Varian Saturn 2100D
Parametros del GC/MS:
» Flujo de gas Helio ImL x min
» Temperatura del inyector a 280°C
> Split Ratio a 50
Columna capilar:
» Temperatura inicial 50°C,
» Temperatura media 100°C (10°/min)
» Temperatura final 250°C (5°/min)
Tiempo de espera a 250°C (2 min)
Tiempo total de andlisis (38 min)
Rango de masa de 40 a 450 m/z

Yi=70 eV

2.4 Controles del producto terminado de microcapsulas de aceite esencial de

Hierba luisa (Cymbopogon citratus) y hojas de Ishpink (Ocotea quixos)

Una vez obtenidas las microcapsulas con aceites esenciales de Hierba luisa e Ishpink

se procedio a determinar ciertos parametros en el producto terminado.

2.4.1 Determinacion del tamafio y la forma de las microcapsulas

Para la determinacion del diametro de las microcapsulas se tomaron fotografias de al

menos 3 microcapsulas humedas y secas en forma aleatoria mediante un microscopio
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con camara conectada a una computadora (Marca Micros). Para registrar las medidas
de los diametros se usé el software libre “MICROVISIBLE” analizador de imagenes
(Lépez A. , 2012).

La forma de los encapsulados fue determinada usando el factor de esfericidad (fe),
calculado con la siguiente ecuacion:

Ecuacién 2. Factor de esfericidad

d —dmi
fe — Ymax~%min

AdmaxtAmin
Fuente: (Chan, Lee, Ravindra, & Poncelet, 2009)
Donde:
dmax= valor del didmetro mas largo.

dmin= diametro perpendicular al mismo.

2.4.2 Determinacién del rendimiento de la produccion de
microencapsulados
El rendimiento de produccién de las diferentes emulsiones se calculé mediante la
siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Rendimiento de produccion

o ., M
Rendimiento de produccion = —— x 100
ASA+A+ CacCl,

Fuente: (Lopez & Villalta, 2009)

Donde:

ASA= es la cantidad en gramos utilizada de aceite esencial.
A= es la cantidad en gramos de alginato de sodio utilizado.
CaCl>= es la cantidad en gramos de cloruro de calcio utilizado.

M= es la cantidad en gramos de microesféras obtenidas al final del proceso.
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2.4.3 Cantidad de principio activo encapsulado
Para medir la cantidad de principio activo se utilizo la siguiente relacion matematica:

Ecuacion 4. Porcentaje de principio activo

Cantidad de p.a encapsulado

100

Contenido p.a (%) =

peso final de microesferas

Fuente: (Vilajato, 1997)

2.4.4 Contenido de aceite total
Para evaluar el contenido de aceite total o extracto etéreo se tomo como referencia el
método cuantitativo de grasa total por hidrolisis acida descrita en el Método oficial
AOAC 922.06 (AOAC, 2005). Se pesd aproximadamente 1 g de cada muestra en
vasos de precipitacion de 50 mL al cual se adicioné 1 mL de alcohol etilico y 5 mL
de acido clorhidrico, se mezclo y llevé a bafio maria por 40 min, luego se afiadio 5
mL de alcohol y se dejo enfriar cada muestra. Cada tratamiento se trasvasé a tubos
de ensayo de 15 mL de tal manera que se realizd 4 lavados con éter etilico y éter de
petrdleo, transvasandose a vasos previamente pesados, donde se dejo evaporar el
solvente por aproximadamente 1 hora y finalmente se los llevd a la estufa a 100°C

por 1 hora (Cuaspud, 2015).

2.4.5 Contenido de aceite superficial
Para evaluar el contenido de aceite presente en la superficie de las microcapsulas se
siguio el proceso que se describe en (Calvo, Hernandez, Lozano., & Gonzélez-
Gobmez, 2010). Se pesé 1 g de muestra en un frasco de vidrio con tapdn rosca y se
afiadié 7.5 mL hexano. Se llevd a un agitador vértex durante 2 min a temperatura
ambiente para extraer el aceite libre, la mezcla se decant6 y filtré a través de papel

filtro, el polvo recogido se enjuago 3 veces con 10 mL de hexano. El polvo se secd
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en la estufa a 60°C para eliminar el solvente residual y se registrd el peso
final, cada muestra se evaluo por duplicado.

La eficiencia de la microencapsulacion se determiné de acuerdo a la ecuacion:
Ecuacion 5. Eficiencia de microencapsulacion

AT — AS
M=—

X1
AT 00

Fuente: (Calvo, Hernandez, Lozano., & Gonzalez-Gémez, 2010)
Donde:

EM = eficiencia de la microencapsulacion, en porcentaje de masa.
AT = aceite total retenido, en g.

AS = contenido de aceite superficial, en g.

2.5 Estabilidad del aceite microencapsulado

Se sometieron las microcapsulas a condiciones ambientales normales y extremas
para conocer la eficiencia de proceso de microencapsulacion, evaluando la capacidad
del polimero para retener aceites esenciales de Hierba luisa e Ishpink durante cierto

periodo de tiempo.

2.5.1 Preparacion de la muestra.
Se peso de 8 a 10 g de microencapsulados de cada muestra por duplicado y se
empaco en fundas de aluminio a fin de simular y controlar la temperatura e
influencia de la humedad sobre los resultados. Estos empaques fueron llevados
durante 3 semanas a diferentes condiciones en una camara de estabilidad (50°C y
60% humedad relativa) y condiciones ambientales (20°C y 25% humedad relativa)

(Cuaspud, 2015) (anexo 19).
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2.5.2 Analisis de estabilidad de microencapsulados en agua.
Con el fin de evaluar la estabilidad de microencapsulados en agua se llevo a cabo un
experimento con 4 tratamientos. Se utilizd frascos boheco de 100 mL los cuales
contenian en su interior agua destilada cubiertos con plastico y suficiente aireacion
(anexo 14). A cada tratamiento se agreg6 1g de microencapsulados correspondiente
a las muestras elaboradas T1 (M2:1 1S), T2 (M3:1 1S), T3 (M2:1 HL), T4 (M3:1 HL)
y tratamiento 5 (T5) como control, por lo tanto no se adicion6 microcapsulas. Los
parametros evaluados durante 3 semanas en la calidad del agua fueron: pH y

Conductividad (us /cm) (Zaniboni, 2013).
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Capitulo 3

Resultados y discusion

2.6 Control de calidad de aceites esenciales

Tabla 5.

Analisis de control de calidad del aceite esencial de Hierba luisa (Cymbopogon

citratus) e Ishpink (Ocotea quixos) de CHANKUAP

ACEITE ESENCIAL

Hierba luisa (HL)

Ishpink (1S)

Indice de refraccion

1,49

1,51

Apariencia Liquido aceitoso cristalino Liquido aceitoso cristalino
Color Levemente amarillo Levemente amarillo
Olor Citrico Similar a canela
» Densidad
Densitometro 0,88 0,93
(g/mL)
) L Densidad
Densidad picnémetro 0,87 0,94
(g/mL)

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

La tabla 5 indica los valores obtenidos en control de calidad de los aceites esenciales
de Hierba luisa (Cymbopogon citratus) e Ishpink (Ocotea quixos) adquiridos de La
Fundacibn CHANKUAP, dichos datos son semejantes a las obtenidas por las fichas

técnicas de los productos (anexo 1).
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Tabla 6.
Resultado de Cromatografia de gases (GC-MS) de aceite esencial de Hierba luisa

(Cymbopogon citratus)

Spectrum

e e | {0
RF Used: None TMh?;EE: 700

#RT Compound Name Status Area Amount R.Ma
110.939 .beta.-Pinene TIC 1,03E+09 2.330 896
211.288 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-d TIC 7,83E+09 17.797 877
335.214 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl TIC 1,22E+10 27.700 854
4 38.829 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl TIC 1,51E+10 34.400 867
553.627 No Match Unk. 3,59E+05 0.815
6 57.684 Silane, [[4-[1,2-bis[(trimet TIC 8,46E+04 0.192 901
7 58.558 Silane, [[4-[1,2-bis[(trimet TIC 1,77E+05 0.401 904
8 74.066 2,4-Bis(dimethylbenzyl)-6-t- TIC 3,81E+05 0.865 748
974.503 No Match Unk. 7,15E+05 1.624
10 74.907 No Match Unk. 2,50E+09 5.669
11 74.996 No Match Unk. 1,24E+09 2.827
12 75.238 No Match Unk. 2,37E+09 5.380

Nota: Elaborado por D.Caicedo y N. Chamba, 2015.
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Tabla 7.

Resultado de Cromatografia de gases (GC-MS) de aceite esencial de Ishpink (Ocotea

quixos)
#RT Compound Name Area Amount | R.Ma
7.877 1R ALFA PINENO 3,53E+05| 0.381 53.85
8.232 5.787 min. Scan: 360 Channel: 1 lon: 816 2,66E+09 | 2.871 19.30
9.065 Camphene 3,14E+05| 0.339 36.41
10.324 1R ALFA PINENO 7,96E+05 | 0.860 45.98
10.599 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethyl-2-me 2,11E+09 | 2.275 21.63
11.357 .beta.-Pinene 2,56E+05| 0.276 36.23
13.176 TERPINOLEN 4,05E+05 | 0.438 24.20
13.789 Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- 1,17E+09 | 1.266 18.87
14.076 CAMPHENO 1,21E+09 | 1.303 30.19
14.314 EUCALIPTOL 2,50E+09 | 2.797 78.57
16.412 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-methyl 9,93E+05| 1.073 32.46
20.433 LINALOL 3,22E+05 | 0.348 61.14
28.378 4 TERPINEOL 6,73E+05 | 0.727 62.78
45.203 .gamma.-Elemene 5,79E+05 | 0.625 25.52
46.762 ALFA CUBEBENO 3,66E+05| 0.395 25.44
48.855 Copaene 3,49E+09 | 3.774 17.78
49.726 1H-Cyclopenta[1,3]cyclopropa[1,2]benzene 1,13E+05| 0.122 41.87
49.868 Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2,4-bis( 9,44E+05 | 1.020 14.84
50.055 CINAMATO DE METIL 1,09E+10| 11.819 | 75.28
51.331 Caryophyllene 1,60E+10 | 17.293 | 24.03
52211 1H-Cycloprop[e]azulene, decahydro-1,1,7- 2,88E+05| 0.311 5.98
53.012 Alfa cariofileno 1,44E+10| 15.499 28.55
53.107 Cinamil acetato 6,80E+09 | 7.342 65.24
53.900 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro 1,41E+05| 0.148 13.35
54.070 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro 2,14E+05| 0.241 10.34
54.224 Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-4-me 1,37E+05| 0.233 56.96
54.375 Naphthalene, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro- 2,23E+05| 1.306 6.54
54.482 1H-Cyclopropa[a]naphthalene, 1a,2,3,5,6, 2,16E+05| 0.335 8.31
54.651 Azulene, 1,2,3,3a,4,5,6,7-octahydro-1,4- 1,21E+09 | 2.002 6.67
54.748 1H-3a,7-Methanoazulene, 2,3,4,7,8,8a-hex 3,10E+05| 0.721 33.52
54.967 Azulene, 1,2 3,4,5,6,7,8-octahydro-1,4-d 1,85E+09 | 0.058 6.01
55.118 Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(1-propenyl)- 6,67E+05| 2.733 73.18
55.191 ISOEUGENOL METIL ETER 537E+04 | 2.918 42.75
55.517 CADINENO 2,53E+09 | 2.756 38.08
55.728 Cedrene 2,70E+09 | 0.050 9.19
55.816 1H-3a,7-Methanoazulene, 2,3,6,7,8,8a-hex 2,55E+09 | 3.034 18.79
57.304 Longipinocarvone 7,96E+04 | 0.524 26.78
57.420 (-)-Spathulenol 4,61E+04 | 0.435 50.88
57.541 OXIDO DE CARIOFILENO 2,81E+09 | 4.018 45.91

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.
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2.7 Control de calidad del alginato de sodio

Tabla 8.

Analisis de las dos muestras de alginato de sodio

MUESTRA 1 MUESTRA 2
ENSAYO (M1) (M2)
o]
G’.U) Color Amarillo parduzco Amarillo parduzco claro
>
e Olor Alga seca Inoloro
%‘ Pol fi
— I Polvo fino sin particulas 0Ivo muy 1Ino, con
) Apariencia ~ presencia de particulas
extrafias o .
(J/>) extrafias blancas finas
SAM1 Lentamente soluble Soluble
SAM?2 Lentamente soluble Soluble
8 SEM1 Insoluble Insoluble
=
S SEM2 Insoluble Insoluble
g SETPM1 Insoluble Insoluble
35 SETPM2 Insoluble Insoluble
SCM1 Insoluble Poco soluble
SCM2 Insoluble Poco soluble
pH 5,43 9,74
Cpnductlwdad 1154 217
eléctrica (us/cm)
Indice de refraccion 1,33 1,33
Densidad (g/mL) 1,00 1,00
. ) . Porcentaje 21,60% 26,00%
Viscosidad (Aguja
S61) Cp 12,96 15,60
Cenizas sulfatadas Porcentaje 26,14% 35,54%
Humedad en estufa Porcentaje 15,37% 6,54%

Nota:

SAML1: soluble en agua muestra 1; SAM2: soluble en agua muestra 2; SEM1: soluble en éter

muestra 1; SEM2: soluble en éter muestra 2; SETPM1: soluble en éter de petréleo muestra 1;

SETPM2: soluble en éter de petrleo muestra 2; SCM1: soluble en cloroformo muestra 1; SCM2:

soluble en cloroformo muestra 2. Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

Segun la tabla 8 se puede observar que existen diferencias importantes en los ensayos

realizados entre M1 y M2, lo que demuestra que son estructuralmente diferentes

(anexo 2y 3).
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2.7.1 Determinacion de la cantidad de sodio del alginato.

Segun lo calculado (anexo 8) la cantidad de sodio para la muestra M1 es de
0,13 mg Na/Kg y para M2 es de 0,03 mg Na/Kg, con ello se confirmo que existe una
diferencia en la cantidad de sodio presente en los alginatos.

También es importante mencionar que el analisis infrarrojo FIT-IR para alginato de
sodio presentd espectros con picos diferentes entre M1 y M2, los mismos que al ser
comparados con un patrén referencial obtenido por una biblioteca virtual se pudo

verificar que la similitud mas alta es con la muestra M2 (anexo 9).

2.8 Eleccidn de polimero a utilizar para formulacion de emulsiones

Al realizar emulsiones al 2.5% (p/v) con las dos muestras de alginato M1 y M2 para
someter a la interaccion con la solucion de CaCl; para la formacion de microcapsulas
y sin incorporacion de otros componentes como la glicerina o tween 80, se pudo
observar que la muestra M1 presenté una alta formacion de microcapsulas al
contacto con la solucion encapsulante de una manera instantanea, proveyendo
microcapsulas fuertes, flexibles y resistentes a diferencia de M2 las cuales no
lograron formar capsulas mezclandose el gel con la solucion de CaCl, provocando un
solucion turbia y espesa, por ende se decidié trabajar con M1 por las caracteristicas
idoneas del gel para microencapsular y por ser usado en la produccién de alimentos

(anexo 10).
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2.8.1 Emulsién madre.

Tabla 9.

Resultado de calidad de emulsion madre

Conductividad
pH Densidad Viscosidad Color Apariencia
(ms/cm)
Cp % . .
5.69 1,03 3,83 amarillo pardo Viscosa
312,07 62,40

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

2.8.2 Emulsiones finales.

Tabla 10.

Resultado de calidad y estabilidad de emulsion concentracién 2:1

DENSIDAD HL 0.98
IS 0,99
HL
pH (0 horas) (ms/cm) 4,96
IS (us/cm) 5,38
HL 4,63
pH (168 horas) IS 5.52
HL
CONDUCTIVIDAD 2,09
(0 horas) (ms/cm)
IS (ps/cm) 1864,33
CONDUCTIVIDAD (m:'/Ic_m) 1,95
horas)
(168 IS (ps/cm) 1911,33
Cp 6,96
HL % 11,70
VISCOCIDAD S Co 702
% 11,70
Separacidn de fases IS negativo
bafo maria HL negativo
Formacion de IS positivo
microcapsula HL positivo
Color IS Blanca
HL Blanca
L IS viscosa
Apariencia HL viscosa
Estabilidad IS media-alta
microcapsula HL media-alta
. IS negativo
Separacion de fases AL hegativo
. - IS Oo/W
Tipo de emulsion AL oMW

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.
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Tabla 11.

Resultado de calidad y estabilidad de emulsion concentracion 3:1

HL 0,99
DENSIDAD S 0.98
HL 4,39
pH (0 horas) IS 5.94
HL 4,39
pH (168 horas) IS 6.00
HL 2,21
CONDUCTIVIDAD | (ms/cm) ’
(0 horas) IS 1732
(us/cm)
HL 2,00
CONDUCTIVIDAD | (ms/cm) '
(168 horas) IS 1714
(us/cm)
Cp 7,02
HL
0,
VISCOCIDAD AL 12,00
IS Cp 6,66
% 11,10
Separacidn de fases IS negativo
bafio maria HL negativo
Formacién de IS positivo
microcapsula HL positivo
Color IS Blanca
HL Blanca
Apariencia IS Viscosa
P HL Viscosa
Estabilidad IS media-alta
microcipsula HL media-alta
L IS negativo
Separacion de fases HL Negativo
. . IS o/wW
Tipo de emulsion HL oO/W

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

La tabla 10 y 11 indican los ensayos que se realizaron en cada una de las emulsiones
a concentraciones diferentes, obteniendo valores que reflejaron ser emulsiones
estables durante un periodo determinado 168 horas y con cualidades para permanecer
a las mismas condiciones por un mayor tiempo. También corroboramos con la
informacidn obtenida por (Lupo, 2012) respecto a la apariencia de la emulsion, la
cual se presenta como blanco-lechosa con un tamafio de particula de aceite mayor a
1um, asimismo segun Tanford (1980) se obtuvo emulsiones agua en aceite (O/W)

debido a que el aceite se encontraba disperso en el agua (anexo 11).
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2.9 Eleccién de recubrimiento para microencapsulados
Tabla 12.

Caracteristicas provistas por recubrimientos para microencapsulados

RECUBRIMIENTO CMC ALMIDON GOMA
ARABIGA
Dureza de pelicula 2 1 3
Resistencia a presion 2 1 3
Proteccion al 1 1 3
principio activo
Secado 1 1 3

Nota: 1= malo, 2= bueno, 3= excelente. Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

A pesar de ser efectivos los tres recubrimientos, se eligié a la goma arabiga, por las
caracteristicas que ofrecié al microencapsulado formado, ya que posee propiedades
lipofilicas que le confieren una excelente proteccion contra la oxidacion (Garcia &
Ldpez, 2012, pag. 90), formando una pelicula bioel&stica, fuerte y resistente (anexo

12).

2.10 Control de producto terminado de microencapsulados
Tabla 13.

Determinacion de forma y tamafio de microcapsulas humedas

MUESTRA Recién formadas o himedas X
2:1-HL 0,047 0,067 0,134 0,083
3:1-HL 0,046 0,017 0,058 0,040
2:1-1S 0,011 0,106 0,134 0,084
3:1-I1S 0,040 0,002 0,038 0,027

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.
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Tabla 14.

Determinacion de forma y tamafio de microcapsulas secas

MUESTRA Secas a 48 horas X
2:1-HL 0,091 0,028 0,106 0,075
3:1-HL 0,121 0,108 0,113 0,114
2:1-1S 0,150 0,075 0,031 0,086
3:1-1S 0,073 0,087 0,046 0,069

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

Chan y otros (2009) consideran que los sistemas son esféricos cuando presentan

valores menores a 0,05, por ello la mayoria de las capsulas obtenidas (humedas y

secas) en la presente investigacion mostraron un porcentaje bajo de esfericidad

(anexo 13). En la tabla 13 las muestras (2:1 HLy 2:1 IS) y la tabla 14 (2:1 HL, 3:1

HL, 2:1 IS y 3:1 IS) revelan un valor mayor a 0,05 en capsulas secas, mostrando en

su superficie poros y grietas (anexo 14), posiblemente por la reaccién producida al

momento de entrar en contacto con la solucién de CacCl,

lo que provocd una

gelificacion instantanea en la interface, lo que indujo a que los iones de calcio se

difundan en la solucidn e interactten formando una red (George & Abraham, 2006).

Tabla 15.

Rendimiento de produccion

MUESTRA Peso de Aceite | Peso de alginato CaClz (q) Peso microcapsulas % de
esencial (g) (9) 29 (9) rendimiento

2:1-HL 25 1,67 36,75 53,42 84,24

3:1-HL 33,32 1,88 36,75 46,79 65,04

2:1-1S 25 1,67 36,75 55,22 87,08

3:1-1S 33,32 1,88 36,75 34,93 48,55

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.
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En la tabla 15 se observa que existe un alto rendimiento de produccion en
concentraciones 2:1HL y 2:1 IS, sin embargo a concentracion 3:1HL y 3:1 IS el
rendimiento decrece. Es posible que el recipiente que contiene el CaCly, la cantidad y
la profundidad del mismo influya en el rendimiento de produccion debido a que las

esferas deben flotar libremente y no rozarse con las paredes o entre ellas.

Tabla 16.

Cantidad de principio activo encapsulado

% Contenido
Cantidad de principio activo Peso final de microencapsulado
MUESTRA de principio
encapsulado. (g) con principio activo (g)

activo
2:1-HL 25 53,42 46,79
3:1-HL 33,32 46,79 71,21
2:1-1S 25 55,22 45,27
3:1-1S 33,32 34,93 95,39

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

En la tabla 16 se puede observar que el porcentaje de contenido de principio activo
al final del proceso de microencapsulacion es diferente en las cuatro concentraciones,
pero con una particular semejanza en las concentraciones 2:1 por presentar valores
bajos (46%) de encapsulacién, ya que segun la investigacion de Rodea y otros
(2012, pag. 106) al aumentar el contenido de polimero en la formulacion incrementa
la capacidad de retencion del principio activo, es por ello que la cantidad de alginato
de sodio utilizado para la formulacion de las emulsiones en concentracion 3:1
favorecio a una mayor retencion del componente activo presentando un elevado

contenido encapsulado (83%).
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Tabla 17.

Contenido de aceite superficial de microencapsulados

ACEITE SUPERFICIAL
MUESTRA PESO PESO % ACEITE % ACEITE %
INICIAL FINAL TOTAL SUPERFICIAL | EFICIENCIA
(vaso vacio) (vaso + muestra) (muestra)
2:1-HL 0,75 1,37 81,65 62,58 23,36
3:1-HL 0,61 1,04 49,93 43,95 11,98
2:1-1S 0,59 0,79 89,60 19,39 78,36
3:1-IS 0,78 1,00 89,92 22,39 75,10

Nota: Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

Se puede observar en la tabla 17 que el porcentaje de eficiencia es méas alto (76%)
para las concentraciones con aceite esencial de Ishpink, a diferencia de las
concentraciones con aceite esencial de Hierba luisa una eficiencia del 17%, esto pudo
deberse al porcentaje de aceite superficial presente en las muestras, ya que algunos
autores (Madai Bringas & Pino, 2012) mencionan que un alto contenido de aceite
superficial puede causar no solo una mayor pérdida de componentes volatiles por

evaporacion, sino también una mayor inestabilidad.
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Tabla 18.

Analisis de estabilidad al ambiente de microencapsulado por GC-MS

Kruskal-Wallis test for equal medians
21HL 31HL
Emulsiones 21ISAMB | 311S AMB
AMB AMB
H (chi2): 0,650 1,241 6,691 3,857
Hc (tie corrected): 0,650 1,241 6,691 3,857
p (same): 0,723 0,538 0,035 0,145

Nota: Color celeste= conserva aceite esencial, Color rosado= pierde aceite esencial.
Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

En la tabla 18 se observa que las muestras con aceite esencial de Hierba luisa a
concentraciones (2:1 y 3:1) e Ishpink (3:1) no presentan diferencias significativas
entre las medianas de la muestra, por tanto no se rechaza la hipétesis nula, puesto que
los valores, antes y después del tratamiento, son estadisticamente similares
demostrando que los microencapsulados no varian en el contenido de aceite esencial
durante el tiempo de ensayo. La concentracion 2:1 Ishpink presenta un “valor p”
menor a 0,05. Por tanto, hay una diferencia significativa entre las medianas de la
muestra y se rechaza la hipotesis nula, dado que el valor de al menos uno de los
grupos de datos es diferente a la de los otros grupos, demostrando que no conserva

aceite esencial en su interior durante las 3 semanas.
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Tabla 19.

Analisis en camara de estabilidad de microencapsulados por GC-MS

Kruskal-Wallis test for equal medians
21HL 31HL
Emulsiones 21ISCAM | 31ISCAM
CAM CAM
H (chi2): 8,503 1,170 7,767 1,189
Hc (tie corrected): 8,503 1,170 7,767 1,189
p (same): 0,014 0,557 0,021 0,552

Nota: Color celeste= conserva aceite esencial, Color rosado= pierde aceite esencial.
Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2015.

En la tabla 19 se observa que las muestras con aceite esencial de Hierba luisa e
Ishpink a concentraciones (3:1) no presentan diferencias significativas entre las
medianas de la muestra, no rechazando la hipotesis nula, puesto que los valores son
estadisticamente similares demostrando que conservan aceite esencial en los
microencapsulados. Las concentraciones (2:1) de Hierba luisa e Ishpink presentan un
“valor p” menor a 0,05. Por tanto, hay una diferencia significativa entre las medianas
de la muestra y se rechaza la hipétesis nula, dado que el valor de al menos uno de los
grupos de datos es diferente a la de los otros grupos, demostrando que no conserva
aceite esencial en su interior durante las 3 semanas.

La volatilidad de los microencapsulados pueden deberse a varios factores en los
cuales estan involucrados sus componentes (alginato de sodio, tween 80, glicerina y
goma arabiga) o las condiciones a las que fueron sometidas durante la
experimentacion afectando directamente al contenido de principio activo.

Segun Planas y otros (1990) debe existir una mezcla de polimeros para provocar un
balance estequiométrico entre un polianion y polication para lograr una buena

microencapsulacion. Pero en esta investigacion no se realizd mezclas con polimeros
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adicionales para elaborar las emulsiones mencionadas, teniendo en cuenta que la
goma arabiga fue empleada como recubrimiento de los microencapsulados, por lo
que se cree que al haber un desequilibrio estequiométrico por falta de un polication

en la formulacion provoco la liberacion y volatilizacion del aceite esencial.

Conductividad
300 279,6 283 3
247,6
250 216,3 2176
200 L
e
S 150 L
= 105,9
100 . 0 79,5 687 o2°
48,3 47,8 5
" m - ll ll
0
Control 2:1-HL 3:1-HL 2:1-I 3:1-15

HEsemanal Msemana?2 semana 3

Figura 6. Andlisis de estabilidad de microencapsulados en agua
Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2016.

Se cree que el aumento en la conductividad eléctrica (figura 6) puede deberse a
procesos degradativos de las microcapsulas en el agua, especialmente paras las

muestras que contienen aceites esencial de Hierba luisa (YUfera, Fernandez, &

Pascual, 2005).
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Figura 7. Anélisis de estabilidad de microencapsulados en agua
Elaborado por D. Caicedo y N. Chamba, 2016.

Segun la figura 7 la muestra control presentd un pH ligeramente basico a neutro
durante las tres semanas de estudio, mientras que los microencapsulados con aceite
esencial de Hierba luisa reflejaron un valor de pH &cido desde el inicio hasta el final
de la evaluacion y los de aceite esencial de Ishpink mostraron un descenso de pH
neutro a acido. Estos valores de pH muy &cidos en las muestras con Hierba luisa
pudieron afectar la permeabilidad de las microcéapsulas, visto que segun Pedroza y
otros (1999) altera la estructura del polimero y las densidades de carga provocando
una baja eficiencia en la microencapsulacién, asi mismo la volatilizacion de
compuestos principales como es del citral en Hierba luisa, cinamaldehido en Ishpink

y el eugenol en ambos.
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Conclusiones
Las concentraciones 2:1 y 3:1 de Hierba luisa (Cymbopogon citratus) e Ishpink
(Ocotea quixos) elaboradas a partir de la muestra M1 permitié la produccion de
microencapsulados homogéneos y resistentes, recubiertos por goma arabiga para
evitar la degradacion y volatilizacion por sus propiedades lipofilicas las cuales
brindan al microencapsulado una excelente proteccion contra la oxidacion. Es decir
se trabajé con una emulsion hidrofilica (O/W) en la cual la cantidad de solucién

madre fue mayor que la cantidad de aceite esencial empleado en la formulacion.

En el control de producto terminado se obtuvo un tamafio y forma con un porcentaje
bajo de esfericidad (< 0.05) y esto pudo deberse a las variables manejadas durante el
método de gelificacion ionica como son: la concentracion de la emulsion madre
(alginato de sodio, glicerina y tween 80), tamafio de aguja, tiempo de inmersion de

microcépsulas en CaClz y principalmente el flujo de aire en el sistema.

El porcentaje de rendimiento en la produccién fue alto en un 85 % para las
concentraciones 2:1 Hierba luisa e Ishpink, mientras que para las concentraciones

3:1 su rendimiento fue de 56%.

Existieron pérdidas del producto durante el proceso como es el caso del aceite
esencial de Hierba luisa, donde la eficiencia de encapsulacion es desfavorable a
diferencia de la de Ishpink que conserva hasta un 70% del principio activo
encapsulado, lo cual pudo deberse a valores de pH neutros a &cidos manejados
durante el proceso provocando una alta porosidad y por ende una reduccion de su

eficiencia por volatilizacion de sus compuestos.
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El analisis de GC-MS permitio determinar, que bajo condiciones ambientales se
conserva hasta un 75% de principio activo, mientras que en cdmara de estabilidad
apenas llega a un 50%. Por lo que se cree que la temperatura y humedad excesiva

inciden drasticamente en la pérdida del principio activo.

El andlisis de estabilidad en agua indic6 que a mayor conductividad eléctrica mayor
proceso degradativo y mayor pérdida del principio activo. Es asi que las muestras
con aceite esencial de Ishpink presentaron valores bajos de conductividad eléctrica
seguramente por sus propiedades antimicrobianas las cuales disminuyeron el proceso

degradativo en las microcapsulas.

La investigacion desarrollada permitié obtener microencapsulados con caracteristicas

Optimas en cuanto a su tamafio, composicién y estabilidad, los cuales pueden ser

probados en la dieta de especies acuicolas de interés comercial como trucha o tilapia.
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Recomendaciones
Realizar pruebas in vivo con alevines de trucha o tilapia y comprobar la toxicidad de
los microencapsulados elaborados con aceite esencial de Hierba luisa e Ishpink,
evaluando su capacidad nutricional como dieta diaria de peces y los posibles efectos

que estos puedan causar al interactuar con el agua.

No almacenar varias emulsiones durante el proceso, teniendo en cuenta que no todas
se logran producir el mismo dia, pudiendo afectar directamente al principio activo
por someter a las emulsiones a cambios bruscos de temperatura (condiciones de
refrigeracion a condiciones ambientales y viceversa). También es necesario que las
emulsiones se conserven de 0 a 4°C en envases ambar para protegerlas de la luz y

altas tem peraturas.

Desarrollar esta investigacion mejorando la formulacién de las emulsiones, es decir
combinado el alginato de sodio con otro polimero (goma arabiga, maltodextrina o
quitosano) o proteina los cuales provocaran un balance estequiométrico al jugar con
sus pesos moleculares, confiriendo al principio activo una cubierta con caracteristicas

menos porosas y mas resistentes a procesos degradativos.

Realizar una comparacion de anélisis de producto terminado entre la técnica utilizada

en esta investigacion y otra bajo las condiciones de Spray dryer con los mismos

ingredientes y concentraciones utilizadas.
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Realizar el analisis de aceite total y aceite superficial por GC-MS para obtencién de
datos mas precisos y realizar una comparacion cuantitativa con el propoésito de

comprobar la eficacia entre los dos procesos (método AOAC y GC-MS).
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