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Resumen

Titulo: Desarrollo y caracterizacion de una metodologia de microencapsulaciéon por emulsion de
aceites vegetales a partir de alginato de sodio”
Autor: Gabriela Duran Diaz™

Palabras Clave: Microencapsulacion, alginato de sodio, emulsion, aceites vegetales.

Descripcion: En el presente trabajo se expone el desarrollo y la caracterizacion de un protocolo
para la microencapsulacion por emulsion de aceites vegetales con alginato de sodio por medio de
la gelificacion ionica, para aplicaciones biomédicas.

Se evalud la influencia de la concentracién del alginato de sodio, SOR (Surfactant to Oil Ratio),
el calibre de la aguja, la capacidad volumétrica de la jeringa, la concentracién de CaCl, y la
velocidad de agitacion del bafio gelificante en el tamafio y morfologia de las microcépsulas
fabricadas. Las particulas fueron caracterizadas en términos de su diametro promedio, factor de
esfericidad y cinética de degradacion. Los resultados de este estudio mostraron que el tamarfio de
particula mas pequefio que cumple con el factor de esfericidad es aproximadamente de 1600 pum.
A partir de los resultados obtenidos en la prueba de degradacion in vitro se observé que el
comportamiento de las microcapsulas varia segun la concentracion de alginato de sodio. Los
diferentes experimentos para medir la cinética de degradacion, la eficiencia de encapsulacion y la
capacidad de carga permitieron definir y/o descartar diferentes factores y variables en dichos
procesos. Esta investigacion permite definir una metodologia inicial para préximos estudios en el
area de la microencapsulacion de aceites vegetales.

“ Trabajo de Grado

“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria MetalGrgica y Ciencia de los
Materiales. Ingenieria Metalurgica. Director: Viviana Raquel Guiza Arglello. PhD en Ingenieria
Quimica. Codirector: Natalia Rocié Moreno Castellanos. Dra. en Ciencias Basicas Biomédicas.
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Abstract

Title: Development and characterization of a microencapsulation methodology by emulsion of
vegetable oils using sodium alginate”
Author: Gabriela Duran Diaz™

Key Words: Microencapsulation, sodium alginate, emulsion, vegetable oils.

Description: The present work presents the development and characterization of a protocol for
microencapsulation by emulsion of vegetable oils with sodium alginate through ionic gelation, for
biomedical applications.

The influence of the concentration of sodium alginate, SOR (Surfactant to Oil Ratio), the gauge of
the needle, the volumetric capacity of the syringe, the concentration of CaCl, and the stirring speed
of the gelling bath on the size and morphology of the manufactured microcapsules. The particles
were characterized in terms of their average diameter, sphericity factor and degradation kinetics.
The results of this study showed that the smallest particle size that meets the sphericity factor is
approximately 1600 pum. From the results obtained in the in vitro degradation test, it observed that
the behavior of the microcapsules varies depending on the concentration of sodium alginate. The
different experiments to measure the degradation kinetics, encapsulation efficiency and loading
capacity made it possible to define and/or rule out different factors and variables in these processes.
This research allows defining an initial methodology for future studies in the area of
microencapsulation of vegetable oils.

“ Degree Work

“Faculty of Physicochemical Engineering. School of Metallurgical Engineering and Materials
Science. Metallurgical Engineering. Director: Viviana Raquel Gliza Arglello. PhD in Chemical
Engineering. Co-director: Natalia Rocio Moreno Castellanos. Dr. in Basic Biomedical Sciences
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Introduccion

Varios estudios han indicado que extractos vegetales como los aceites esenciales, pueden
tener propiedades beneficiosas para la salud y efectos positivos en el tratamiento de diversas
enfermedades (Balanc et al., 2016, Flamminii et al., 2021, Ramsey et al., 2020, Rodrigues et al.,
2022). Los nutracéuticos son sustancias fabricadas a partir de compuestos naturales utilizados en
aplicaciones nutricionales y médicas. Actualmente es un tema de interés, ya que ofrece beneficios
como prevenir enfermedades, mejorar la salud y proporcionar efectos nutritivos y terapéuticos
(Nasri et al., 2014). Los aceites esenciales son estudiados por su alto potencial para la prevencién
y tratamiento de enfermedades cardiacas, respiratorias, gastricas, hepéaticas y enfermedades
cronicas como la diabetes (Matera et al., 2023). Sin embargo, los aceites esenciales son inestables,
volatiles y susceptibles a la degradacién por diversos factores ambientales como la temperatura y
la humedad, por esta razon su uso como complemento alimenticio se ve limitado y requieren un
tratamiento especial para su conservacion, manipulacion y transporte (Alcantar et al., 2014,
Baranauskaite et al., 2021, Chan et al., 2011, Dima et al., 2016).

Por lo tanto, una alternativa para disminuir la degradacién de los aceites esenciales es la
microencapsulacion, una tecnologia de almacenamiento de compuestos bioactivos en una matriz
polimérica, la cual permite prolongar la vida Gtil del compuesto, proporcionar el enmascaramiento
de sabores y aromas, mejorar la estabilidad y permitir una liberacion controlada en el cuerpo
(Alcantar et al., 2014, Khorshidian et al., 2018, Rodrigues et al., 2022). Existen multiples técnicas
de microencapsulacion, sin embargo, en el contexto de la industria de alimentos, la
microencapsulacion con emulsiones de alginato es de gran relevancia, ya que provee una

metodologia de bajo costo, sencilla, biodegradable y biocompatible para encapsular nutracéuticos
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de interés como los aceites esenciales (Alcantar et al., 2014, Baranauskaite et al., 2021, Letocha et
al., 2022).

En este contexto, el presente trabajo de investigacion apunta al desarrollo y caracterizacion
de un protocolo para la microencapsulacion de aceites vegetales, utilizando alginato de sodio como
material encapsulante. Se planea evaluar las diferentes variables (concentracion de alginato,
calibre de la aguja de extrusion, SOR (Surfactant to Oil Ratio) y concentracién de CaClz) que
afectan el proceso de encapsulacién, la morfologia, el tamafio de las microcépsulas, la cinética de
degradacion, la eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga. Con el fin de determinar los
parametros Optimos para realizar el proceso de microencapsulacion de aceites vegetales con

alginato de sodio.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Desarrollar y caracterizar una metodologia de microencapsulacion por emulsion de aceites

vegetales a partir de alginato de sodio.

1.2 Objetivos Especificos

Disefiar un protocolo experimental para la fabricacion de microcapsulas de alginato de
sodio para la encapsulacion de aceites vegetales.

Evaluar el efecto de la composicidn de la solucion polimérica precursora en la morfologia,
tamarfio y la eficiencia de encapsulacién de las microcdpsulas obtenidas.

Estudiar la biodegradabilidad in vitro de las microcéapsulas fabricadas.

2. Marco Teobrico
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2.1 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos liquidos volatiles de consistencia
oleosa extraidos a partir de hojas, raices, flores y frutos de plantas. Se utilizan en una amplia gama
de aplicaciones en industrias como la farmacéutica, alimentaria y biomedica por sus propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, antibacterianas, antifingicas y antivirales, ya que han evidenciado
efectos en tratamientos para enfermedades cardiacas, respiratorias y enfermedades crénicas como
la diabetes (Dima et al., 2016, Ramsey et al., 2020). Sin embargo, la conservacién de estos
compuestos es un problema complejo ya que tienden a degradarse cuando son expuestos a factores
externos como la luz, el calor, el oxigeno, la humedad y temperaturas superiores a los 26°C
(Alcantar et al., 2014, Rodrigues et al., 2022).
2.2 Microencapsulacion por emulsion

La microencapsulacion es una tecnologia de almacenamiento de compuestos bioactivos
como los aceites esenciales, células, microorganismos, vitaminas y minerales en una matriz
polimérica, la cual permite proteger el compuesto frente a las diferentes condiciones del
medioambiente, prolonga la vida dtil, proporciona el enmascaramiento de sabores y permite
realizar una liberacién controlada en el cuerpo (Alcantar et al., 2014, Khorshidian et al., 2018).

La técnica de emulsion es uno de los métodos mas utilizados para la microencapsulacion
de aceites esenciales (Bannikova et al., 2017); consiste en la mezcla de una fase acuosa que
contiene el material encapsulante con una fase oleosa (aceite esencial). Para estabilizar dicha
solucion es necesario afadir un tensioactivo o surfactante para evitar que las fases se separen. Para
ello, es importante tener en cuenta la relacion surfactante/aceite (SOR, Surfactant to Oil Ratio), la

cual puede tener un efecto en la estabilidad de la emulsion, la morfologia y el tamafio de las
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microcapsulas. Ademas, estas caracteristicas también se ven afectadas por la concentracion del
polimero encapsulante (Baranauskaite et al., 2021; Gholamian et al., 2021; Letocha et al., 2022).
2.3 Gelificacion i6nica

La gelificacion iénica permite formar geles por medio de un proceso simple, que consiste
en gotear la emulsion sobre una solucién cationica con presencia de iones Ca** o Ba?* bajo
agitacion. Esta técnica permite gelificar la emulsion debido a la interaccion de los iones de calcio
con los grupos carboxilos del polimero encapsulante (Alcantar et al., 2014, Fujiwara, et al., 2013).
2.3 Alginato

El alginato es un polimero polianidnico y un polisacarido natural soluble en agua que se
obtiene a partir de algas pardas y algas marinas. Su estructura consiste en un copolimero no
ramificado de 1,4-alfa-L-guluroénico y acido B-D-manurdnico (Letocha et al., 2022). El alginato es
ampliamente utilizado como polimero encapsulante gracias a su biocompatibilidad,
inmunogenicidad, no toxicidad, bajo costo y su capacidad de formar geles a partir de la gelificacion
iGnica en presencia de cationes (Fujiwara et al., 2013). Ademas, es un polimero aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) como un material de recubrimiento en aplicaciones

biomédicas, alimentarias y de salud (Balang et al., 2016, Natrajan et al., 2015).

3. Metodologia Experimental
De acuerdo con las referencias estudiadas, se definid el montaje necesario para la
fabricacion de las microcapsulas (Figura 1) y se fijé una distancia de 10 cm entre la punta de la
agujay la superficie del bafio gelificante. Ademas, se definio un rango de concentraciones de aceite

de oliva entre 0.02 y 0.06 g/mL en la emulsion. Para las pruebas de ajuste de variables, se utilizo
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una concentracion promedio de 0.04 g/mL de aceite en la emulsién precursora (Baranauskaite et
al., 2021).

Figura 1.

Esquema proceso de fabricacion de las microcapsulas.

- - él

1) Solucion alginato 2) Emulsion (Solucion 3) Proceso de fabricacion
de sodio alginato, Tween 80, aceite) de las microcapsulas

3.1 Pruebas preliminares

Para las pruebas preliminares, se utilizé un alginato de sodio de grado comercial (para la
industria de alimentos), con el fin de realizar una caracterizacion inicial del proceso de fabricacion
de las microcapsulas. Primero se evalué el efecto del calibre de la aguja de la jeringa de extrusion
en el tamafio y la morfologia de las microcapsulas fabricadas. Se utilizaron 3 tipos de calibre de
aguja: 21G (800 pum), 27G (400 pm) y 30G (300 pm).

Tabla 1.

Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas en la primera prueba preliminar.

Concentracion de alginato en la emulsion 1.5% pl/v
Concentracion de aceite de oliva en la emulsién 0.04 g/mL
SOR (Surfactant to Oil Ratio) 4

Concentracion CaClz en bafio gelificante 0.4 g/mL

Volumen de la jeringa utilizada para extrusion 1mL
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Después, se evalud el efecto del SOR (Surfactant to Oil Ratio) y la capacidad volumétrica
de la jeringa en la morfologia y tamafio de las microcapsulas obtenidas (Tabla 2). Debido a que el
proceso de extrusion se realizd de manera manual, este se ve afectado por el tamafio de la jeringa
que contiene la emulsion (entre mayor sea la capacidad volumétrica de la jeringa, mayor es la
fuerza necesaria para realizar la extrusion). Por otra parte, otros autores han reportado previamente
que el SOR utilizado en la emulsion tiene un efecto en el didmetro final de las particulas fabricadas.
Segln reporta Baranauskaite (2021), cuando el SOR disminuye, el didmetro de las particulas
disminuye; asimismo cuando la cantidad de surfactante aumenta, se obtienen microcapsulas de
menor tamario.

Tabla 2.

Variables a evaluar en la segunda prueba preliminar.

SOR (Surfactant to Oil Ratio) Capacidad volumétrica de la jeringa

SOR 1 3mL
10 mL
SOR 5 3mL
10 mL

Tabla 3.
Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas en la segunda prueba preliminar.

Concentracion de alginato en la emulsién 1.5% pl/v
Concentracion de aceite de oliva en la emulsién 0.04 g/mL
Concentracion CacCl2 en bafio gelificante 0.5 g/mL

Calibre de aguja de la jeringa de extrusion 271G
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3.2 Desarrollo de un protocolo para la fabricacion de microcapsulas de alginato de sodio:
3.2.1 Ajuste de la concentracion de alginato de sodio de grado de laboratorio.

Una vez concluidas las pruebas preliminares, se adquirio alginato de grado laboratorio
(Sigma Aldrich, viscosidad baja) para trabajar el resto de las etapas del proyecto. Debido a que
este tipo de alginato es diferente al alginato de grado alimenticio usado previamente, fue necesario
realizar primero un ajuste cualitativo de la concentracion de alginato que permitiera una extrusion
apropiada de la emulsion precursora. Se prepararon soluciones con las siguientes concentraciones
de alginato de sodio (Sigma Aldrich, viscosidad baja): 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7% y 8% plv,
cuya viscosidad fue cualitativamente evaluada. Finalmente, para el proceso de
microencapsulacion, se escogieron dos niveles de alginato de sodio: 5% y 7% y se estudio su efecto
en la morfologia y el tamafio de las microcapsulas obtenidas.

Tabla 4.
Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas en el ajuste de la concentracion de alginato

de grado de laboratorio.

Concentracion de aceite de oliva en la emulsion 0.04 g/mL
SOR (Surfactant to Oil Ratio) 4
Concentracion CaClz en bafio gelificante 0.5g/mL
Calibre de aguja de la jeringa de extrusion 271G
Volumen de la jeringa utilizada para extrusion 1mL

3.2.2 Evaluacion de diferentes parametros del proceso de microencapsulacion en el tamafio y
esfericidad de las microcapsulas obtenidas.

A partir de una revision de la literatura, se encontrd que varios autores han reportado el
efecto de las variables de fabricacién como la concentracion de alginato de sodio, la concentracion

bafio gelificante de cloruro de calcio y la velocidad de agitacion del bafio gelificante en el tamafio
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y la morfologia de las microcdpsulas obtenidas (Alcantar 2014; Baranauskaite, 2021; Chan, 2011;
Natrajan et al., 2015). Por lo tanto, se evaluaron en esta etapa los siguientes pardmetros de

encapsulacion:

Tabla 5.
Variables estudiadas para la encapsulacién. Prueba 1.
Concentracién de Concentracién de  Velocidad de agitacion
alginato de sodio (%op/v) CaClz (Y%p/v) bafo gelificante
0.5% 200 rpm
0.5% 600 rpm
0,
6% 1% 200 rpm
1% 600 rpm
0.5% 200 rpm
0.5% 600 rpm
0,
% 1% 200 rpm
1% 600 rpm
0.5% 200 rpm
0.5% 600 rpm
0,
8% 1% 200 rpm
1% 600 rpm

Tabla 6.

Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas de alginato grado laboratorio. Prueba 1.

Concentracion de aceite de oliva en la emulsion 0.04 g/mL
SOR (Surfactant to Oil Ratio) 3
Tiempo de gelificacién 25 minutos
Calibre de aguja de la jeringa de extrusion 30G
Volumen de la jeringa utilizada para extrusion 1mL
Volumen de emulsion 1mL

Lo anterior, permitié definir las condiciones de gelificacion de las capsulas. Una vez

establecido esto, se decidio realizar una prueba con concentraciones menores de alginato de sodio
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(3%, 4%, 5% y 6% p/v), con el objetivo de intentar disminuir el tamafio de las particulas, sin
afectar el factor de esfericidad de estas.

Tabla 7.
Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas de alginato grado laboratorio. Prueba 2.

Concentracion de aceite de oliva en la emulsidn 0.04 g/mL
SOR (Surfactant to Oil Ratio) 3
Concentracion del bafo gelificante CaClz 1% plv
Velocidad de agitacion bafio gelificante 600 rpm
Tiempo de gelificacion 25 minutos
Calibre de aguja de la jeringa de extrusion 30G
Volumen de la jeringa utilizada para extrusion 1mL
VVolumen de emulsion 1mL

Por ultimo, utilizando las condiciones de la Tabla 8, se fabricaron microcapsulas a partir
de emulsiones precursoras de 4%, 5% y 6% de alginato, empleando una aguja calibre 34G (180
um) con el fin de observar si era posible disminuir ain mas el tamafio de las microcapsulas. Cabe
mencionar que las agujas de calibre 34G no se consiguen facilmente en el mercado y son mas
costosas que las de calibre 30G. Sin embargo, se logré obtener algunas agujas 34G y por lo tanto

se considerd importante estudiarlas.
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Tabla 8.

Condiciones para la fabricacion de las microcapsulas de alginato grado laboratorio. Prueba 3.

Concentracion de aceite de oliva en la emulsién 0.04 g/mL
SOR (Surfactant to Oil Ratio) 3
Concentracion del bafio gelificante CaCl: 1% plv
Velocidad de agitacion bafio gelificante 600 rpm
Tiempo de gelificacion 25 minutos
Calibre de aguja de la jeringa de extrusion 34G
Volumen de la jeringa utilizada para extrusion 1mL
VVolumen de emulsion 1mL

3.3 Caracterizacion de las microcéapsulas
3.3.1 Morfologia y tamafio

El analisis de la morfologia y el tamafio de las microcapsulas se realizé después de 24 horas
de hinchamiento en agua desionizada, utilizando un microscopio 6ptico (Digital Microscope KH-
7700 Hirox) para tomar micrografias a 35X. Para medir los diametros de las microcapsulas, se
utilizo el software de libre acceso ImageJ y se realizaron un minimo de 30 mediciones por muestra
para obtener un diametro promedio.

El factor de esfericidad (SF) se calculé con la siguiente férmula:

SF _ dmax_dper (1)

N dmax+dper
donde dmax es el diametro mayor que pasa por el centro de la particula y dper es el diametro
perpendicular al dmax que pasa por el centro de la particula. Las microcapsulas con un SF menor a

0.05 son consideradas esféricas (Chan, 2011, Gholamian et al., 2021).
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3.3.2 Cinética de degradacion

El estudio de cinética de degradacién se llevo a cabo con base en lo reportado por Wu
(2016), ajustando la concentracion de citrato trisodico dihidratado (Sigma Aldrich). Se sumergio
cada muestra de microcapsulas (4%, 5% y 6% p/v alginato de sodio) en una solucién 0.005 M de
citrato trisddico y se midi6 el porcentaje de pérdida de masa de las microcapsulas tres veces al dia
durante dos dias. Cabe destacar que la prueba se realizé con tres muestras de microcapsulas para
cada concentracion de alginato.
3.3.3 Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga

Una vez realizada la optimizacién de pardmetros de fabricacion en las etapas anteriores, se
procedié a evaluar la eficiencia de encapsulacion de dicho proceso, utilizando una muestra de
aceite esencial vegetal, en vez de aceite de oliva, siguiendo la metodologia reportada por Alcantar
(2014) y Natrajan (2015), con algunas modificaciones. Inicialmente, se midio la absorbancia del
aceite con un espectrofotémetro UV-Vis (Evolution 220 Thermo Scientific), realizando un barrido
en el rango de longitud de onda (190-700 nm) para determinar dénde se presenta el pico maximo
de absorbancia del aceite. Posteriormente, se evaluaron tres solventes para el aceite (50% etanol
(EtOH) en solucidén salina fosfatada (PBS), 1% Tween 80 en agua y 40% dimetilsulfoxido
(DMSO) en agua) y se corrio la correspondiente curva estandar por espectrofotometria UV-Vis.

Después de determinar el solvente correcto, se midi6 la absorbancia de los estandares con
concentraciones de aceite: 0.0, 0.03125, 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.5 mg aceite/mL,

Para liberar el aceite encapsulado, se rompieron las microcapsulas utilizando el solvente
apropiado y un homogeneizador ultrasonico (Fisher Scientific) durante dos minutos en un vaso de
precipitado con hielo. El liquido de cada muestra se recuperd y centrifugé a 5000 rpm durante diez

minutos, para separar el residuo solido. Luego, se extrajo el sobrenadante y se midié la



MICROENCAPSULACION CON ALGINATO DE SODIO 23

absorbancia. La concentracion de aceite se calcul6 a partir de la curva de estandar construida
previamente. La eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga (LC) se determinaron

con base en las siguientes ecuaciones (Alcantar, 2014, Faidi et al., 2019):

EE(%) = % X 100 )

donde Cita €S la concentracion total de aceite encapsulado (mg/mL) y Ciniciai €S la

concentracion inicial de aceite utilizado para fabricar las microcapsulas (mg/mL).

LC(%) - miI\:I:)CcZ:se'ulas X 100 (3)

donde Maceite €S 1a masa de aceite encapsulado (Mg) Y Mmicrocapsulas €S 1a masa de la muestra

de microcapsulas (mg).

4. Resultados y Discusion
4.1 Caracterizacion preliminar de las microcdpsulas

En la primera prueba preliminar se tomaron las micrografias mostradas en la Figura 2a,
donde se observa que las microcépsulas fabricadas con los 3 calibres de aguja presentaron una
morfologia esférica.

En la Figura 2b se puede observar que las microcapsulas mas pequefias se fabricaron con
la aguja calibre 30G. La grafica de la Figura 2c muestra que los tres calibres de aguja permiten
fabricar microcépsulas con un factor de esfericidad menor a 0.05. Sin embargo, el calibre de aguja
30G no es intercambiable y solo permite usar jeringas con una capacidad volumétrica de 1 mL.

Por esta razon, se decidio escoger el calibre de aguja 27G.
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Figura 2.
Micrografia (a), diametro promedio (b) y factor de esfericidad (c) de las microcapsulas segun el

calibre de la aguja. Escala: 2000 um. Las barras representan el promedio de 30 medidas.
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A partir de la segunda prueba preliminar se obtuvieron los resultados mostrados en la
Figura 3 donde no se observa una variacion del diametro promedio de las particulas cuando se
varia la capacidad volumétrica de la jeringa (Figura 3b). Asi mismo dichos resultados coinciden
con lo reportado en Baranauskaite (2021), donde el diametro de las microcapsulas es menor cuando
el SOR disminuye, esto ocurre debido al aumento de la cantidad de surfactante (Tween 80) y aceite
lo que produce que el SOR disminuya. En la Figura 3c el factor de esfericidad muestra que se
obtuvieron particulas mas esféricas con un SOR menor, ademas se observé que con un volumen
de jeringa menor es posible obtener microcapsulas con un factor de esfericidad menor, es decir

particulas mas redondas.
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Figura 3.
Micrografia (a) y diametro promedio (b) de las microcapsulas segun el SOR vy la capacidad

volumétrica de la jeringa. Escala: 2000 um. Las barras representan el promedio de 30 medidas.
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4.2 Desarrollo de un protocolo para la fabricacién de microcapsulas de alginato de sodio:
4.2.1 Ajuste de la concentracion de alginato de sodio (grado de laboratorio) en el precursor.
Una vez fue posible adquirir alginato de grado laboratorio, el primer paso para desarrollar
el protocolo final de fabricacion de las microcépsulas, fue el de seleccionar la concentracion de
alginato a usar en el precursor, y hacer el respectivo ajuste con base en lo observado en las pruebas
preliminares. Se prepararon 8 soluciones de alginato de sodio, de las cuales se seleccionaron las
concentraciones de 5% y 7% p/v de alginato para realizar el proceso de encapsulacién, ya que

fueron las formulaciones que presentaron mejores caracteristicas para extrusion.
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Figura 4.
Micrografia (a), diametro promedio (b) y factor de esfericidad (c) de microcapsulas de 5% y 7%
de alginato segun la concentracién de alginato de sodio. Escala: 2000 um. Las barras representan

el promedio de 30 medidas.

5% alginato de sodio 7% alginato de sodio

2250

£ 2000
S 1750
‘-§ 1500
2 1250
S 1000
2 750
£ 500
2 25
B 0 - .
[a) 5% Alginato 7% Alginato
W Diametro promedm 1820.389 1847.601
(nm)
c g 015
=
2
5 010
8
L
=005
g
2
B 0.00 s : s
5% Alginato 7% Alginato
® Factor Esfericidad 0.103 0.034

En la Figura 4a se muestran las micrografias de las microcapsulas fabricadas, a simple vista
se observa que las particulas con 7% alginato son mas esféricas en comparacion con las
microcapsulas de 5% de alginato. En la Figura 4c se observa el factor de esfericidad, las
microcépsulas fabricadas con 5% alginato no cumplen con el factor de esfericidad definido (0.05).
Ademas, en la Figura 4b no se observa una variacion en el didmetro promedio de las microcapsulas.

4.2.2 Evaluacion del efecto de los parametros de fabricacion en el tamafio y esfericidad
de las microcapsulas obtenidas.

En primer lugar, se evaluaron tres factores: 1) concentracion de alginato en el precursor:

6%, 7% Yy 8%; 2) concentracion de CaCl» en el bafio gelificante (0.5% y 1%); y 3) velocidad de
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agitacion del bafio gelificante: 200 rpm y 600 rpm. Se fabricaron doce muestras diferentes, las
cuales fueron después analizadas en términos de didmetro promedio y factor de esfericidad de las
particulas.

En la Figura 5 se puede apreciar la morfologia de las microcdpsulas obtenidas con los
diferentes valores de concentracion de alginato, concentracion de CaCl. y la velocidad de agitacion
del bafio gelificante. Se observa que las microcapsulas son mas pequefias y menos redondas cuando
la concentracion de alginato disminuye. Por esta razon es importante encontrar un equilibrio entre
estos dos pardmetros. Segun reporta Letocha (2022) la concentracién de alginato tiene un efecto
importante en el tamafio de las particulas, ademas una baja concentracion del mismo produce
microcapsulas no esféricas.

Figura 5.
Morfologia de las microcapsulas segun la concentracion de alginato, concentracion de CaCl, y

la velocidad de agitacion del bafio gelificante. Escala: 2000 pm.
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En la Figura 6a se puede apreciar que las microcapsulas méas pequefias se fabricaron con
una concentracion de alginato de sodio del 6%. Por el tamafio de particula se decidio descartar las
formulaciones fabricadas con 8% alginato ya que no presentaron un cambio con respecto a las
microcépsulas fabricadas con 7% alginato de sodio. La concentracion del CaClz y la velocidad del
bafio gelificante no presentaron ninguna tendencia con respecto al didmetro promedio de las
microcépsulas.

Figura 6.
Efecto de la concentracion de alginato de sodio, concentracion de CaCl y velocidad de agitacion
del bafio gelificante en el diametro promedio (a) y el factor de esfericidad (b). Las barras

representan el promedio de 80 - 150 medidas.
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En la Figura 6b se puede observar que todas las muestras cumplen con un factor de
esfericidad menor o igual a 0.05. Por esta razdn, se decidid disminuir la concentracién de alginato

de sodio a 3%, 4%, 5% y 6% p/v para fabricar microcapsulas con un didmetro promedio menor.
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En la Figura 7a se observan las micrografias que muestran la morfologia de las
microcdpsulas fabricadas con 3%, 4%, 5% y 6% de alginato. A medida que aumenta la
concentracion de alginato se obtienen particulas méas esféricas

Figura 7.
Micrografia (a), diametro promedio (b) y factor de esfericidad (c) de las microcapsulas con 3%,
4%, 5% y 6% de alginato con calibre de aguja 30G. Escala: 2000 um. Las barras representan el

promedio de 140 medidas.
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En la Figura 7b se observan los diametros de las microcapsulas fabricadas, las de menor
diametro fueron las de 4% alginato de sodio. Sin embargo, las particulas fabricadas con 3%
alginato son las que presentan un didmetro mayor, por esta razon se descartd el uso de la

concentracion de 3% alginato de sodio.
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Por altimo, se analizo el efecto de las tres concentraciones de alginato (4%, 5% y 6% p/v)
sobre el diametro promedio y el factor de esfericidad. En la Figura 8a se muestran las
microcépsulas fabricadas y como la concentracién de alginato de sodio afecta la esfericidad de las
particulas. Cabe destacar que las microcapsulas se fabricaron utilizando un calibre de aguja 34G
para obtener un diametro de particula menor, pero dicho calibre de aguja no se consigue facilmente
en el mercado y son mas costosas que el calibre de aguja 30G.

Figura 8.
Micrografia (a), diametro promedio (b) y factor de esfericidad (c) de las microcapsulas de 4%,
5%y 6% p/v alginato de sodio con calibre de aguja 34G. Escala: 2000 um. Las barras representan

el promedio de 160 medidas.
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En la Figura 8b se muestran los resultados obtenidos a partir de las microcapsulas
fabricadas con 4%, 5% y 6% p/v alginato de sodio. Se puede observar que el didmetro promedio

de las microcéapsulas no presenta una tendencia cuando se varia la concentracion de alginato de
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sodio. Pero en la Figura 8c se observa que las microcépsulas fabricadas con 6% alginato de sodio
son las Unicas que cumplen con el factor de esfericidad menor a 0.05. De la misma forma, el
didmetro promedio de las microcapsulas de 6% de alginato es menor comparado con los otros
grupos; esto se debe a que al cumplir el factor de esfericidad los didmetros de las microcapsulas
fabricada con 6% de alginato son mas homogéneos en comparacion con las particulas obtenidas

con una concentracion menor de alginato.

Con base en el anélisis global de los resultados obtenidos de todos los experimentos
realizados, se definieron las siguientes condiciones para el proceso de microencapsulacion por
emulsion de aceites vegetales a partir de alginato de sodio:

Tabla 9.
Parametros definidos para la fabricacion de microcapsulas de alginato de sodio para

encapsulacion de aceites vegetales.

Concentracion de alginato de sodio 6% p/v
Concentracion de aceite 0.04 g/mL
Concentracion de Tween 80 0.12 g/mL
SOR 3
Concentracion de CaCl: 1%
Velocidad del bafio gelificante 600 rpm
Calibre de aguja 30G

4.3 Cinética de degradacion
Se evaluaron diferentes concentraciones de citrato trisodico: 1) se evaluaron cinco
concentraciones 0.1, 0.03, 0.02 y 0.01 M, pero la degradacion ocurria demasiado rapido; 2) se

disminuyo la concentracion a 0.001 con el objetivo de poder observar el proceso de degradacion
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por dos dias. A partir de las pruebas realizadas, se definio que la concentracion de citrato trisddico
dihidratado que permitiria evaluar la cinética de degradacion es 0.005 M. La cinética de
degradacion se analiz6 por medio de la pérdida de masa de las microcapsulas y se calculo el
porcentaje de cambio de masa con la siguiente ecuacion:

mi—mgo

% Cambio de masa = —— X 100 4)

mo

donde m1 es la masa de microcapsulas en el tiempo actual (mg) y mo es la masa de
microcapsulas en el tiempo anterior (mg).

En la Tabla 10 se muestra el promedio del porcentaje de cambio de masa de cada tipo de
microcapsula, de acuerdo con el tiempo de inmersion en la soluciéon 0.005 M de citrato trisodico.
A partir de esos datos se obtuvo la grafica mostrada en la Figura 9, donde primero se observa un
hinchamiento de las microcapsulas en las primeras cinco horas, luego la pérdida de masa con un
comportamiento constante por aproximadamente 15 horas y después de este tiempo se observa una
disminucion en el porcentaje de cambio de masa. Se observa que el comportamiento de la gréafica
de las microcapsulas fabricadas con 6% alginato es mas estable en comparacion con las
concentraciones menores (4% y 5% alginato). Por lo tanto, el efecto de la concentracidn de alginato
en el precursor de las microcdpsulas en la cinética de degradacion indica una tendencia
inversamente proporcional, es decir cuando la concentracion de alginato es mayor, el porcentaje

de cambio de masa es menor.
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Tabla 10.
Porcentaje de cambio de masa para microcapsulas fabricadas a partir de precursores con

concentracion de alginato del 4, 5y 6%.

Tiempo %Cambio masa %Cambio masa %Cambio masa

(h) 4% alginato 5% alginato 6% alginato
0 0.00 0.00 0.00
4 61.91 +4.91 60.15 + 7.87 70.49 £ 1.05
9 53.92 + 7.36 51.78 £ 5.60 66.91 £+ 0.40
24 48.41 £10.42 49.95+5.73 64.93 £ 0.57
28 35.63 +13.72 44.87 £5.65 63.30 £ 0.94
33 9.77£31.71 40.81£8.10 60.84 + 2.10

Figura 9.
Efecto de la concentracion de alginato en el porcentaje de cambio de masa de las microcapsulas

durante la prueba de cinética de degradacion.
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4.4 Eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga
De acuerdo con las referencias estudiadas, la absorbancia de los aceites esenciales se puede
medir en un rango de longitud de onda entre 190 - 300 nm (Alcantar, 2014, Dima et al., 2016,

Muresan et al., 2023).
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En la Figura 10 se muestran las gréficas de absorbancia vs longitud de onda obtenidas con
una concentracion de 0.1785 mg/mL del aceite esencial con los 3 solventes, donde se observa que
los espectros para los solventes 40% DMSO y 1% Tween 80 no se presentan un pico de
absorbancia méximo para medir el aceite esencial. Sin embargo, en el espectro del solvente 50%
EtOH en PBS se observa un pico de absorbancia maximo en 208 nm para la muestra problema de
aceite esencial. Debido a lo expuesto se decidio utilizar el solvente 50% EtOH en PBS para obtener
la curva estandar (Figura 11) y para determinar la cantidad de aceite esencial en las microcapsulas.

Figura 10.
Espectros de absorbancia vs longitud de onda de los solventes estudiados con una concentracién

de 0.1785 mg/mL de aceite esencial.
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Curva estandar de la muestra problema de aceite esencial 50% EtOH en PBS.
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Una vez verificado que se podia obtener una curva estandar consistente utilizando el 50%
EtOH en PBS, se procedi6 a triturar las microcapsulas en dicho solvente, para extraer el aceite
encapsulado previamente. Usando el espectrofotometro UV-Vis, se obtuvieron los siguientes
espectros para cada concentracion de alginato de sodio:

Figura 12.
Espectros de absorbancia vs longitud de onda de las microcapsulas 4%, 5% y 6% alginato de

sodio.
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Como se puede apreciar en la Figura 12, en los espectros obtenidos no se observa el pico
de absorbancia de la muestra problema de aceite esencial en 208 nm, por lo tanto, no fue posible

calcular la eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga de las microcapsulas.
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Esto se debe a que durante el proceso de trituracion de las microcépsulas en el solvente
50% EtOH en el PBS, al utilizar el homogeneizador ultrasonico, el EtOH se calienta, a pesar de
realizar dicho procedimiento con el solvente frio y en un vaso de precipitado lleno de hielo. Lo
anterior produce la degradacion del aceite esencial y por lo tanto no es posible leer la absorbancia
en el espectrofotometro UV-Vis.

A partir de los resultados obtenidos en la Figura 12, se realiz6 una revision bibliogréfica
para determinar que compuestos se estaban leyendo en la longitud de onda de 199 nm y 232 nm.
Segun reporta Kolotova (2023) se puede obtener el pico méximo de absorbancia en 197 nm para
una solucion de alginato de sodio. Y a partir de lo reportado por Wuelfing (2006) es posible medir
la absorbancia del Tween 80 (Polisorbato 80) en el mismo rango de longitud de onda en el que se
midi6 la muestra problema de aceite esencial. La longitud de onda para medir este surfactante
depende de la concentracion y la marca del mismo, en este caso el Tween 80 de la marca Sigma

Aldrich se mide a 234 nm con una concentracién 0.1% p/p.
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5. Conclusiones

Los diferentes experimentos realizados permitieron definir las condiciones necesarias para
la fabricacion de las microcépsulas con una morfologia esférica y un tamarfio de particula pequefio.
Los mejores resultados se presentaron fabricando microcépsulas con una concentracion de alginato
de sodio grado laboratorio (Sigma Aldrich, viscosidad baja) del 6% p/v, una concentracion de
aceite de 0.04 g/mL, SOR (Surfactant to Oil Ratio) de 3, un bafio gelificante al 1% p/v de CaCly,
agitado a 600 rpm y utilizando una jeringa de 1 mL con una aguja calibre 30G. Con las condiciones
mencionadas fue posible obtener microcdpsulas con un diametro promedio alrededor de 1800 a

2000 pm.

Las variables con las que se observé una mayor variacion del didmetro promedio y el factor
de esfericidad fueron la concentracién de alginato de sodio, el SOR y el calibre de la aguja. La
concentracion de alginato de sodio afecta la morfologia y el tamafio de las microcéapsulas, al
disminuir dicha concentracion, las particulas presentan una morfologia ovalada, lo cual produce
que no se cumpla el factor de esfericidad establecido. Ademas, el diametro promedio aumenta
debido a dicha deformacién en las microcapsulas. Por esta razon, se escogio la concentracién de
6% p/v alginato de sodio ya que permite obtener un factor de esfericidad menor al 0.05 y un

diametro promedio menor.

Las mediciones de la eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga se vieron

afectadas por el proceso de trituracion de las microcapsulas, ya que el solvente utilizado se calentd
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al utilizar el homogeneizador ultrasonico y esto produjo la degradacion del aceite esencial, por lo

tanto, fue imposible medir la absorbancia en el espectrofotometro UV-Vis.

El estudio de la degradacion de las microcapsulas mostré que el tiempo de hinchamiento
de las microcapsulas sin importar la concentracion de alginato es aproximadamente 5 horas,
después de este tiempo se observo la disminucion del cambio de masa de las particulas, donde la

velocidad de degradacion aumenta cuando la concentracion de alginato de sodio disminuye.

Recomendaciones

En el futuro, se podria evaluar un proceso controlado de atomizacion del precursor, con el
fin de estudiar la posibilidad de obtener un diametro promedio menor para las microcapsulas

fabricadas.

Por otra parte, se podria explorar el uso de alginato de mayor peso molecular, con el fin de
obtener precursores méas viscosos con concentraciones menores de alginato, lo cual disminuiria la

tasa de hinchamiento de las capsulas, y por ende, su tamafio final.

Para la medicion de la eficiencia de encapsulacion, se recomienda experimentar con otros
procesos alternativos a la trituracion, buscando minimizar el calentamiento de las muestras y asi

reducir el efecto negativo en la composicion del aceite esencial.
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