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Resumen

Titulo: Produccidn y caracterizacion de particulas poliméricas encapsulantes de aceites esenciales: menta y romero”
Autores: Kerly Jhoana Ochoa Bedoya y Maria Paula Robles Amorocho™

Palabras Claves: Aceites esenciales, Coacervacion Compleja, Encapsulacion.

Contenido:

Los compuestos bioactivos (lipidos, vitaminas, acidos grasos, aceites esenciales, minerales, terpenos, polifenoles,
entre otros) hacen parte de los componentes de los alimentos, y su consumo periddico genera efectos benéficos a la
salud humana. La presencia de terpenos y compuestos fendlicos en los aceites esenciales proveen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. El encapsulamiento de los aceites esenciales, por medio de la técnica de
encapsulacién adecuada, propicia la potencializacion de las propiedades quimicas y fisicas de dichas sustancias con
el objeto de dar mayor estabilidad y funcionalidad en condiciones controladas.

Por tal razon, el presente trabajo propone una aplicacion en la industria de alimentos para particulas poliméricas
encapsuladas con aceites esenciales de menta y/o romero, como alternativa al uso de aditivos alimentarios artificiales,
por medio de la técnica de coacervacion compleja seguida del secado por liofilizacién, utilizando como materiales de
pared gelatina y goma arabiga con relacion 1:1. Las particulas obtenidas se caracterizaron por Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM), Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), Difraccién de Rayos X (DRX),
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), tamafio de particula y potencial zeta. Los resultados obtenidos sugieren
que los aceites esenciales quedaron encapsulados y protegidos térmicamente en particulas estables, amorfas, lisas y
definidas con tamafios entre 11,54 y 17,10 um.

Estos resultados fueron evaluados y comparados con respecto a estudios anteriores en los que se usaron las técnicas
de encapsulacion, emulsificacion y spray dry, encontrdndose que la coacervacion compleja seguida de secado por
liofilizacion es un método atractivo para la encapsulacion de aceites esenciales ya que puede minimizar el dafio
oxidativo y proporcionar calidad y estabilidad a las microcapsulas. Por Gltimo, se propuso que las microparticulas
podrian ser incorporadas para el enriquecimiento de postres lacteos (yogures y helados) a fin de reemplazar aditivos
antioxidantes sintéticos por aditivos antioxidantes naturales.

* Trabajo de grado
™ Facultad De Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela De Ingenieria Quimica. Director: Cristiano José De Andrade,
Ingeniero de Alimentos, PhD. Codirector: Luis Javier Lopez Giraldo, Ingeniero Quimico, PhD.
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Abstract

Title: Production and characterization of encapsulating polymeric particles of essential oils: Mint and rosemary”
Authors: Kerly Jhoana Ochoa Bedoya and Maria Paula Robles Amorocho™
Keywords: Essential oils, Complex Coacervation, Encapsulation.

Description:

Bioactive compounds (lipids, vitamins, fatty acids, essential oils, minerals, terpenes, polyphenols, among others) are
part of the components of food, and their regular consume generates beneficial effects to human health. The presence
of terpenes and phenolic compounds in essential oils provides antioxidant and antimicrobial properties. The
encapsulation of essential oils, using the appropriate encapsulation technique, promotes the potentiation of the
chemical and physical properties of these substances in order to give them greater stability and functionality under
controlled conditions.

For this reason, this work proposed an application in the food industry for polymeric particles encapsulated with mint
and/or rosemary essential oils, as an alternative to the use of artificial food additives, using the complex coacervation
technique followed with drying by lyophilization, using as wall materials gelatin and gum arabic in a 1:1 ratio. The
particles obtained were characterized by Scanning Electronic Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Differential Scanning Calorimetry (DSC), particle size and zeta
potential.

The results obtained suggest that the essential oils were encapsulated and thermally protected in stable, amorphous
and defined particles with sizes between 11.54 and 17.10 um. These results were evaluated and compared with
previous studies in which encapsulation, emulsification and spray dry techniques were used. It was found that complex
coacervation followed by freeze-drying is an attractive method for the encapsulation of essential oils since it can
minimize oxidative damage and provide quality and stability to the microcapsules. Finally, it was proposed that
microparticles could be incorporated for the enrichment of dairy desserts (yogurts and ice cream) in order to replace
synthetic antioxidant additives with natural antioxidant additives.

* Degree work
™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Cristiano José De Andrade,
Food Engineer, PhD. Co-director: Luis Javier Lopez Giraldo, Chemical Engineer, PhD.
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Introduccion

Los procesos de encapsulamiento comenzaron a ser desarrollados entre 1930 y 1940 por la
National Cash Register (NCR), en Ohio EUA, para la fabricacion comercial de tinta negra micro
encapsulada, a partir de gelatina como agente encapsulante, con el fin de sustituir el papel de
carbono (Lednicer, 2010). La encapsulacion es una de las estrategias mas interesantes para
preservar y controlar la liberacion del compuesto de interés, asi como para aumentar su aplicacion
en sistemas alimenticios (K.S. & Sonam Chouhan, 2017 ). Ademas, es una tecnologia por la cual
los compuestos activos son confinados en una matriz polimérica en escala micro o nanométrica
proporcionando facil manejo de los compuestos. Esta matriz polimérica es llamada pared o
membrana, y es la encargada de proteger el compuesto activo (enzimas, vitaminas, minerales,
aceites y acidos grasos), que esta en el nicleo, de la temperatura, humedad, luz y oxigeno (Alfredo,
Montoya, & Martinez, January, 2002).

Existen varios métodos para producir particulas encapsulantes (fisicos, quimicos y/o
fisicoquimicos). Los métodos fisicos incluyen spray dry (SD), secado por enfriamiento,
liofilizacion y extrusion. Mientras que los métodos quimicos incluyen polimerizacion interfacial,
inclusion molecular y emulsificacion; y los métodos fisico quimicos incluyen coacervacion simple,
coacervacion compleja (CC) y separacion en la fase organica (Shahidi & Han, s.f.). Recientemente,
se ha utilizado el metodo de CC para el encapsulamiento de compuestos saborizantes en la
industria de alimentos (Saifullah, Shishir, Ferdowsi, Tanver Rahman, & Van Vuong, 2017), este
método, se basa en un sistema trifasico que involucra un solvente, un compuesto activo y un

material de recubrimiento (Zuanon, 2012), siendo asi, los materiales de recubrimiento con carga
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positiva y carga negativa interaccionan entre si para permitir el enmascaramiento del compuesto
activo. En general, este proceso implica cuatro pasos: (i) preparar una solucion acuosa de dos o
mas polimeros por encima de la temperatura de gelificacion y por encima del punto isoeléctrico;
(if) mezclar la fase hidréfoba con la solucién acuosa de un polimero y homogeneizar la mezcla
dando como resultado una emulsion estable; (iii) cambiar el pH y/o la temperatura para inducir la
CC vy la separacion de fases; (iv) solidificar las matrices poliméricas usando una temperatura
elevada, un agente solvatante o un agente de reticulacion (Timilsena, Akanbi, Khalid, Adhikari, &
Barrow, 2019).

Los agentes encapsulantes pueden estar formados por una amplia variedad de polimeros
naturales y sintéticos, tales como goma arabiga, gelatina, pectina, caseina, entre otros (Shahidi &
Han, s.f.). Ademas, la gelatina (G) es una proteina soluble en agua de alto peso molecular obtenida
por hidrolisis parcial del colageno de la piel, tejido conectivo y tejido 6seo de animales (Alfredo,
Montoya, & Martinez, January, 2002), sus propiedades fisicoquimicas dependen del método de
produccion (acido o basico), origen (bovino o porcino), tipo de aminoacidos y niUmero de masa
molar (Zuanon, 2012). La gelatina tipo A de la piel porcina se produce a partir de un tejido
precursor mediante tratamiento acido, teniendo un punto isoeléctrico entre 7 y 9. De manera
similar, la gelatina tipo B de la piel bovina se produce mediante un proceso alcalino y tiene un
punto isoeléctrico entre 4,7 y 5,2. En general, las gelatinas tienen un caracter anfétero, estan
cargadas negativamente por encima de su punto isoeléctrico y cargadas positivamente por debajo
del mismo (Alfredo, Montoya, & Martinez, January, 2002). La estructura quimica de la gelatina
consiste en una mezcla de secuencias de aminoacidos de las cuales la glicina, la prolina y la
hidroxiprolina estan presentes en mayor abundancia. Las moléculas de gelatina contienen

secuencias repetidas de tripletes de glicina-X-Y, donde “X” y “Y” son con frecuencia aminoacidos
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prolina e hidroxiprolina (Burey, Bhandari, Howes, & Gidley, 2008), como se ilustra en la Figura

1.

Figura 1. Estructura repetida de la gelatina, responsable de la estructura en triple hélice
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La goma arabiga (GA), a su vez, es un biopolimero obtenido de arbustos y arboles del
grupo Acacia, que consiste en una mezcla compleja de sales (calcio, magnesio y potasio)
y &cidos (polisacarido compuesto de D-galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa, D-glucosa y acido D-
glucurédnico, asociado con una pequefia fraccion de proteina del 4%), que es responsable de las
propiedades emulsionantes (Dutra Alvim, 2005). La alta solubilidad en agua, la baja viscosidad y
sus propiedades emulsificantes hacen que la GA sea un producto versatil para la mayoria de los
métodos de encapsulacion. Especificamente, la GA se usa ampliamente en la encapsulacion de
gotas de lipidos porque, ademas de las propiedades mencionadas anteriormente, tiene propiedades
tensioactivas que evitan la pérdida de compuestos volatiles cuando entran en contacto con la

atmosfera (Sanchez, 2011).
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Figura 2. Principales unidades de aztcar de goma arabiga

Galactosa Arabinosa Raminosa Acido Glucurénico

En 2009, Rocha (Rocha, 2009) encapsulo licopeno utilizando G y GA como material de
pared por dos métodos: CC y SD; las particulas obtenidas, fueron caracterizadas segln su
morfologia, tamafio, eficiencia de encapsulacion, estabilidad, higroscopicidad y densidad, e
incorporadas en formulaciones de tortas, con la finalidad de evaluar la liberacion del pigmento.
Las microcépsulas coacervadas presentaron forma esférica, multinucleadas, pared definida,
variaciones de tamafio entre 61-144 um y valores altos de eficiencia de encapsulacion, en relacion
a las obtenidas por SD; de la misma manera, las pruebas de estabilidad indicaron que el método
de coacervacion fue eficiente para la proteccion del nacleo. En cuanto a la aplicacion en tortas, se
adiciono a la formulacion de torta patrén licopeno libre y microparticulas coacervadas himedas,
coacervadas liofilizadas y atomizadas por SD; entre tanto, la muestra con microcapsulas
coacervadas himedas, no presento diferencias significativas en relacion a la muestra con licopeno
libre, demostrandose beneficios en la encapsulacion debido a la eficiente proteccion y liberacion
de la coloracién del compuesto activo.

Los compuestos bioactivos incluyen lipidos, aceites esenciales, vitaminas, acidos grasos,
antioxidantes y minerales. Cuando estos compuestos se encapsulan, utilizando la técnica de

encapsulacion adecuada, sus propiedades quimicas y fisicas se pueden conservar hasta el momento
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adecuado de su liberacion (Cardenas Baquero, Arrazola Paternina, & Villalba Cadavid, 2016),
(Codevilla, Barin, de Bona da Silva, Marques da Silva, & Ragagnin de Menezes, 2015). Los aceites
esenciales (AE), estan compuestos de moléculas aromaticas, terpenos, fenoles, aldehidos, cetonas,
ésteres, etc. En los Ultimos afios, debido a las percepciones cada vez mas negativas de los
conservantes sintéticos por parte de los consumidores, se ha ampliado el interés por los AE y su
aplicacion en la conservacion de alimentos, ya que poseen importantes actividades antisépticas,
antibacterianas, antivirales, antioxidantes, antiparasitarias, antifingicas e insecticidas, que
previenen el dafio oxidativo, una de las principales causas de deterioro de la calidad nutricional o
de las propiedades organolépticas en los alimentos (K.S. & Sonam Chouhan, 2017 ),
(Abuashwashi, sf). En 2019, Yilmaztekin et al. (Yilmaztekin & et.al., 2019) produjeron
microparticulas de alginato de Calcio (Ca) con aceite esencial de menta (AEM) encapsulado, con
la finalidad de analizar sus propiedades morfoldgicas y quimicas, e incorporarlas en el helado
como producto alimenticio. La composicion quimica del aceite esencial fue determinada por
cromatografia de gases, en donde se identificaron moléculas como a-pineno (7,55 %), S-pineno
(8,56 %), limoneno (9,50 %), p-mentona (14,89 %) , metil acetato (8,54 %), mentol (20,31 %), a-
terpineol (6,09 %), neomentol (6,98 %), entre otros; asimismo, el espectro FTIR demostrd que el
mentol y la p-mentona, son compuestos que estan en altas concentraciones, tanto para el aceite
libre como para el encapsulado. El proceso de encapsulacion garantizo la liberacion controlada y
la estabilidad térmica del aceite, ademas, a través de un analisis sensorial, se determiné que el
helado que incorpora encapsulados de AEM, es un sistema prometedor para el consumo de
beneficios para la salud.

Poco despueés, en 2013, Pakzad (Pakzad.Q.H. & Alemzadeh, 2013), utiliz6 como material

de pared G-GA para encapsular AEM mediante CC, empleando Tween 80 y &cido tanico como
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agente de reticulacion, con el objetivo de investigar pardmetros como tamafio de particula,
eficiencia de encapsulacion y liberacion del aceite en fluidos gastricos y liquido intestinal
simulado. El procedimiento se realizé a diferentes concentraciones, el pH de la emulsion AEM:G-
GA se ajustd a 4 y el secado del coacervado se llevd a cabo por liofilizacion. Los valores de
tamarios de particulas comprenden un rango de 19-66 pum, observandose que el tamafio de particula
aumento, al aumentar la concentracion del nacleo y del material de pared, y disminuy6 con el
aumento de &cido tanico y tween 80; asimismo, las microcapsulas liberaron la mayor parte del
material del ndcleo en los fluidos géastricos simulados. Sin embargo, segin investigaciones
realizadas por los autores, el AEM es efectivo para el sindrome de colon, por lo que su liberacion
es deseable en el intestino. En 2014 Beyki et al. (Beyki & et.al., 2014), encapsularon AEM en
nano geles de quitosano (Cs) con &cido cinamico (Ci), con el fin de mejorar su actividad
antimicrobiana y su estabilidad contra el hongo Aspergillus flavus. Para la produccion de los nano
geles con AEM encapsulado se llevaron a cabo los siguientes pasos: (i) formacion de nano gel
mediante Ci (317,5 mg) acoplado a Cs (0,5 g en solucion acuosa de CH3-COOH (C2H40>) al 1%
de concentracion final 0,5%) a través de una reaccion mediada por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC;669L); (ii) encapsulacién del AEM (6000 ppm) en nano geles (0,5% p/v); (iii)
aplicacion de las capsulas en tomate cherry infectado con Aspergillus flavus. Los resultados
presentaron nanoparticulas y mejores rendimientos en las propiedades antimicrobianas del AEM
encapsulado con respecto a las propiedades antimicrobianas del AEM libre; también, las pruebas
in vivo, mostraron que los aceites encapsulados fueron capaces de preservar la calidad de la fruta
durante un periodo de almacenamiento de 1 mes.

De manera similar, Oliveira et al. (Mattos de Oliveira, Brugnera, & Piccoli, 2013)

evaluaron dos alternativas basadas en la produccion de peliculas de gelatina comestible con aceite
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esencial de tomillo y aceite esencial de romero (AER), para el control antimicrobiano de Listeria
monocytogenes en piezas de carne cruda de bovino. De igual manera, el autor identificé que el
AER contiene los siguientes compuestos de derivados terpénicos: 1,8-cineol (33,10%), alcanfor
(19,03%), a-pineno (11,55%), S-pineno (10,27%) timol (17,37%), p-cimeno (15,3%) y carvacrol
(12,10%), los cuales, poseen fuertes propiedades antimicrobianas, por lo tanto, este estudio
exhibio, que el AER presento actividad antibacteriana contra L. monocytogenes inoculados en
carne cruda, lo que lo convierte en una alternativa natural y prometedora para el control de esta
bacteria patdgena en la industria carnica. Ademas, en 2013, Fernandez et al. (de Barros Fernandes,
y otros, 2013), realizaron la encapsulacion de AER utilizando GA como material de pared por el
método de SD. La concentracion de GA varié del 10% al 30% y la cantidad de AER fue 1: 4 (p/
p) en relacion con la masa del material de pared. Los resultados mostraron composiciones de AER
libre y micro encapsulado en la matriz de GA bastante similares; sin embargo, después de la
encapsulacién, se observaron pequefios cambios en los porcentajes relativos de compuestos
individuales, tales como, a-pineno y 1,8-cineol, indicando pérdidas por volatilizacion debido a las
altas temperaturas utilizadas en el proceso de SD. Después, en 2014, (Teodoro, Fernandes, Botrel,
Borges, & Souza, 2014) encapsularon AER por el método SD, utilizando maltodextrina (MD) y
almidon modificado como materiales de pared, con el fin de evaluar su efecto antimicrobiano en
masa fresca (mezcla de harina, agua, azucar y sal) por medio de los hongos: Penicillium y
Aspergillus. La relacion de los materiales de pared fue 1:1 (p / p) y la relacion de los materiales
de pared con el AER fue de 1:4 (p / p). Los resultados mostraron un proceso de encapsulacion
efectivo para mantener los principales componentes del aceite presentando una retencion del 50%
a pesar de usar altas temperaturas; las capsulas presentaron estructuras amorfas, superficies sin

fisuras y un tamarfio de particula promedio de 12,2 um. Para evaluar la inhibicion del crecimiento
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de los hongos filamentosos en el tiempo, los autores estudiaron los tratamientos de control de la
siguiente forma: (i) masa fresca sin aceite adicionado; (ii) adicion de 1,5% de aceite esencial puro
en relacién con 100g de masa fresca; (iii) adicion de 1,5% de aceite esencial micro encapsulado
en relacion con 100g de masa fresca. Los dos ultimos tratamientos mostraron actividad
antimicrobiana, sin embargo, observaron mayor inhibicion cuando se usé aceite esencial micro
encapsulado, lo que puede estar relacionado con la eficiencia de la liberacion gradual de sus
componentes activos desde las capsulas hasta el producto alimenticio.

Al afio siguiente, (Turasan, Sahin, & Sumnu, 2015) estudiaron la encapsulacion de AER
utilizando como materiales de recubrimiento MD con dextrosa (DE) y proteina de suero (WP)
concentrada. El procedimiento lo realizo en diferentes formulaciones por el método de emulsiones
seguido de secado por liofilizacién. En la preparacién de la capsula se usaron dos proporciones
diferentes de WP y MD (1:3 y 3:1), tres relaciones diferentes de nlcleo a revestimiento (1:40, 1:20
y 1:10) y dos relaciones diferentes de equivalentes de (DE: 13-17 % y DE: 4-7 %). Los autores
encontraron que el aumento de la relacion WP:MD aument6 la eficiencia de la encapsulacién y del
secado, asimismo, las capsulas con relacién de nucleo a revestimiento 1:20 (DE:13-17 %)
obtuvieron los mejores resultados. Por su parte, la estabilidad de almacenamiento del compuesto
1,8-cineol aumentd considerablemente despues de la encapsulacion.

Ademas, otros estudios, evaluaron la capacidad antioxidante de los AEM y AER mediante
la técnica 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), y determinaron que estos son capaces de prevenir
la oxidacion en un 69,1 + 3,4 % y en un 62,45% =+ 3,42% para el AEM y AER, respectivamente;
esto gracias a la presencia de los compuestos 1,8-cineol, a-pineno, S-pineno, timol y carvacrol en

los AE (Wang, Wu, Zu, & Fu, 2008), (Solis-Quispe & et.al., 2017)
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Por lo tanto, la encapsulacion es una técnica que cobra cada vez méas importancia en la
industria alimentaria, gracias a ella se ha permitido mediante diversas tecnologias estabilizar
compuestos activos, incrementando su biodisponibilidad y permitiendo su liberacién a velocidades
controladas en el sitio deseado con el fin de aprovechar en su totalidad, sus propiedades
funcionales. Aunque se han estudiado varias técnicas para la encapsulacion de alimentos con
diferentes agentes encapsulantes, la técnica de SD es actualmente la més utilizada en el sector de
alimentos y bebidas, le sigue la técnica de emulsiones y finalmente la técnica de CC, sin embargo,
a la fecha son pocos los estudios que se han encargado de caracterizar extractos de AEM y AER
micro encapsulados, utilizando GA y G como materiales de pared, para la aplicacion en la industria
de alimentos. En este contexto, este trabajo pretende, mediante la interaccion asociativa de
biopolimeros de carga opuesta (G y GA) con caracteristicas estabilizantes, plastificantes y
emulsificantes, encapsular y mantener las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los
AEM y AER, a través del método de CC conocido por su capacidad de formar microcépsulas de
forma esférica con tamafios tan pequefios hasta de 4um, protegiendo al compuesto activo contra
la oxidacidn y pérdidas por volatilizacion; su alta eficiencia de encapsulacion, simplicidad y bajo
costo (Timilsena, Akanbi, Khalid, Adhikari, & Barrow, 2019), (Zuanon, Malacrida, & Telis,
2013), (Pedroza Islas, 2002), a fin de dar una respuesta a la pregunta, ;En qué area de la industria
de alimentos es posible encontrar una aplicacion para las particulas encapsuladas con aceites
esenciales, mediante el método de coacervacion compleja con secado por liofilizacion, que se
emplee como alternativa a los aditivos alimentarios artificiales? Cabe resaltar, que la
encapsulacion de AE representa un desafio que busca el desarrollo de conservantes naturales y
funcionales, como respuesta a las necesidades de la industria alimentaria. Teniendo en cuenta lo

anterior, este estudio busca proponer una posible aplicacion para las particulas poliméricas
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encapsuladas con AE en una industria de alimentos especifica que puede ser, industria carnica,
industria de la panificacion y la reposteria, industria de los helados o industria de bebidas

refrescantes.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general
Producir particulas poliméricas encapsuladas de aceites esenciales: menta y romero,

mediante el método de coacervacion compleja.

1.2. Objetivos especificos
Evaluar las particulas obtenidas por el método de coacervacion compleja mediante un
estudio bibliogréfico comparativo con los métodos de encapsulacion: emulsificacion y spray dry,

en términos de morfologia, tamafio, estabilidad y propiedades térmicas.

Identificar una posible aplicacion de las particulas encapsuladas con aceites esenciales de
menta y romero, teniendo en cuenta sus caracteristicas fisicas y las de los aditivos alimentarios

usados en las diferentes areas de la industria de alimentos.
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2. Descripcion metodologica

La metodologia propuesta para dar solucién a los objetivos planteados se describe en la

Figura 3.

Figura 3. Diagrama conceptual del proyecto.

Etapa 1: Etapa 3:
Encapsulamiento y produccion de Propuesta de aplicacion de las particulas
particulas por coacervacion encapsuladas con aceites esenciales de menta
compleja. y romero.
O O O
Etapa 2:

Caracterizacion fisicoquimica de las particulas producidas:
¢ Microscopia electrdnica de barrido.
e  Espectrofotometria infrarroja por transformada de
Fourier.
e Difraccién de rayos X.
e Tamafio de particula y potencial Zeta.

e Calorimetria diferencial de barrido.

Reactivos

Los aceites esenciales de menta (Mentha arvensis) y de Romero (Rosmarinus officinalis)
fueron adquiridos de Ferquima Industria y comercio LTDA (Vargem Grande, Sdo Paulo, Brasil).
Los polimeros de pared fueron adquiridos asi: la Gelatina bovina tipo B (Bloom 250 30 Mesh) fue
donada por Gelnex The Gelanin Especialist (It4, Santa Catarina, Brasil) y la Goma ardbiga (Goma

Acacia 100%) fue donada por Wifa Ingredientes de Brasil LTDA (Florian6polis, Santa Catarina,
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Brasil). El agua destilada y el &cido clorhidrico (HCI) (37%, Neon, Brasil) fueron usados como

solventes.

2.1. Primera etapa: Encapsulacion y produccion de particulas por coacervacion compleja.
En el Apéndice A se muestra esquematicamente el procedimiento descrito por Zuanon et
al. (Zuanon, Malacrida, & Telis, 2013) y empleado para llevar a cabo la encapsulacion de los
AEM y AER por el método de CC. A continuacion, se describen cada uno de los pasos: (i) La
solucién de G (50 mla 2,5 % p/p) y el AEM o AER (1,25 g) se homogeneizaron usando un agitador
Ultra Turrax (T25 IKA-Werke, Staufen, Alemania) a 15,000 rpm durante 5 minutos para obtener
una emulsién; (ii) luego, la solucion de GA (50 ml a 2,5 % p/p) se afiadio a la emulsion; (iii)
seguidamente se homogeniz6 usando un agitador magnético, agregando una cantidad de agua
correspondiente a dos veces el volumen del sistema (200 ml); (iv) posteriormente, el pH se ajust6
a 4,0 + 0,01, con &cido clorhidrico (HCI; 0,5 M). Durante el proceso, la temperatura se control6 y
se mantuvo en 50 + 3 °C; (v) Poco después, el sistema estuvo bajo agitacion durante el enfriamiento
(en bafio de hielo) hasta alcanzar 10 + 2 °C; (vi) luego, se almacend en un refrigerador a 3 °C
durante 24 h para la precipitacion completa de particulas cubiertas con papel film y papel de
aluminio; (vii) Mas adelante, se elimind el exceso de agua y el coacervado se congel6 en un ultra
freezer (CL 200-86V, Brasil) a -40 °C durante 24 h en placas de aluminio, el secado se realizé por
liofilizacion (Liotop, L101, Brasil) durante 48 h con las siguientes condiciones: temperatura del
condensador -55 °C, presion 53 pHg y temperatura final de 25 °C; (viii) Finalmente, las muestras

obtenidas fueron maceradas y almacenadas en un desecador con silica gel.
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Del mismo modo, se hicieron particulas de gelatina-goma arabiga (P-GGA) libres de aceite,
con el fin de compararlas con las particulas encapsuladas de AE.

La etapa experimental de este trabajo se realiz6 mediante la modalidad de pasantia de
investigacion en el Laboratorio de Propiedades Fisicas de los Alimentos (PROFI), en el
Departamento de Ingenieria Quimica y de Alimentos de la Universidad Federal de Santa Catarina

(UFSC) en Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

2.2. Segunda etapa: Caracterizacion fisicoquimica de las particulas producidas.

2.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La morfologia de las microparticulas fue determinada utilizando microscopia electronica
de barrido (SEM, JSM-6390LV, JEOL, Japdén) con sensor de electrones secundarios retro
dispersados y voltaje de aceleracion de 15 kV (Nascimento da Silva, 2018). Antes del analisis, las
muestras se fijaron en un soporte metélico con cinta de carbono; posteriormente, se cubrieron con
una fina capa de oro empleando un equipo metalizador (Baltec, SCD 0005, Jap6n). Se tomaron
varias micrografias en puntos aleatorios con aumentos de 500x y 1000x. Las imagenes fueron

adquiridas en escala de grises y almacenadas en formato TIFF.

2.2.2 Espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros infrarrojos de los materiales puros y las microparticulas se obtuvieron usando
un espectrofotometro de infrarrojo (Agilent Technologies, Carry 660, EUA). Con este analisis se
identificaron grupos funcionales, enlaces quimicos y las interacciones quimicas de los AEM y

AER con la matriz polimérica de las microparticulas a base de G-GA.
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Los espectros de las muestras puras (G y GA) y las microparticulas fueron recolectados
usando pellets de KBr (aproximadamente 1 mg de muestra por 200 mg de KBr) en el rango
espectral de 4000 a 400 cm-1 con 32 escaneos a una resolucion de 4 cm-1 con temperatura de 25
°C para cada muestra (Nascimento da Silva, 2018).

Para los AE libres, las medidas fueron realizadas en el FTIR con un accesorio de
reflectancia total atenuada horizontal (ZnSe). Aproximadamente 2ul de muestra fueron colocados
directamente sobre el cristal con una media de 28 escaneos en el intervalo de 4000 a 650 cm™ a
una resolucion de 4 cm™ para cada aceite. Se realizaron tres réplicas por cada muestra, las cuales

fueron promediadas para el anélisis de resultados.

2.2.3. Difraccion de rayos X (DRX).

El analisis para determinar el estado cristalino-amorfo de las microparticulas se realizd
utilizando un difractometro de rayos X (Rigaku, MiniFlex 600 DRX, Jap6n) usando una radiacién
Cu-Kol con una longitud de onda de 1,54 A a una tensién de 40 kV y corriente de 15 mA. Para
llevarlo a cabo, se colocaron aproximadamente 10 mg de muestra en un soporte para polvo cubierto
con una lamina de vidrio, el angulo incidente fue 20 y los angulos de dispersion comprendieron
los valores de 2° a 80° con incremento de 0,005 ° (10 °. min-1) (Ballesteros, Ramirez, Orrego,
Teixeira, & Mussatto, 2017). Se hicieron tres pruebas para cada muestra que fueron promediadas

para el andlisis de resultados.

2.2.4. Tamano de particula y potencial Zeta.
Antes de medir el tamafio de particula y el potencial Zeta, las microparticulas se dispersaron

con agua destilada a una concentracion 1% (p/p) para evitar maltiples efectos de dispersion.



PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE PARTICULAS POLIMERICAS | 26

El tamafio de particula y el indice de polidispersidad fueron medidos por dispersion
dindmica de luz (DLS) utilizando un difractometro de laser Zetasizer Nanosizer ZS 3600 (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido), por su parte, el potencial Zeta se evalué mediante
la dispersion de luz electroforética (ELS), en los mismos equipos y bajo las mismas condiciones
utilizadas en el analisis DLS (Panalytical, 2019), (Panalytical M. , 2019). El anélisis se realizd por

triplicado para cada muestra y posteriormente se promediaron para el anlisis de resultados.

2.2.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La temperatura de transicion vitrea, cristalizacién, fusion y degradacion de las
microparticulas se determinaron utilizando un calorimetro diferencial de barrido (Jade-DSC,
Perkin Elmer, EUA) equipado con un accesorio Refrigerated Cooling Accessory (RCS)
(Nascimento da Silva, 2018). Se us6 un crisol de aluminio vacio como referencia y como soporte
de muestras en el calorimetro. Aproximadamente 3 mg de muestra (microparticulas) previamente
pesadas en una balanza analitica (Shimadzu, AY 220) se sellaron herméticamente y se escanearon
a una velocidad de calentamiento de 10 °C.min-1, en un rango de temperatura de 0 a 180 °C, con

velocidad de flujo de 45 mL.min-1, bajo atmosfera de nitrégeno.

2.2.6 Comparacion con los métodos de encapsulacion: emulsificacion y spray dry.

La evaluacion de la caracterizacion fisicoquimica de las particulas obtenidas por el método
de coacervacion compleja, se realizé por medio de un estudio bibliografico comparativo con los
métodos de encapsulacion: emulsificacion y spray dry, por medio de las diferentes bases de datos:

BASE, Sciencedirect, Scopus y Researchgate, en los idiomas espafol, inglés y portugués,
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utilizando como palabras claves: spray dry, emulsificacion, coacervacion compleja,

caracterizacion fisicoquimica, aceites esenciales y encapsulacion.

2.3. Tercera etapa: Propuesta de aplicacion de las particulas encapsuladas con aceites
esenciales de menta y romero.

Para la identificacion de una posible aplicacion de las particulas encapsuladas con aceites
esenciales de menta y romero, teniendo en cuenta sus caracteristicas fisicoquimicas, se realiz6 una
revision bibliografica a partir de un estudio exploratorio de articulos cientificos y libros
especializados en la temética a tratar, por medio de las diferentes bases de datos: BASE,

Sciencedirect, Scopus y Researchgate, en los idiomas espafiol, inglés y portugués.

3. Andlisis y discusion de resultados

3.1. Produccién de particulas por coacervacion compleja
El método de CC produjo particulas de aceite esencial de menta y particulas de aceite
esencial de romero identificadas como P-AEM y P-AER respectivamente, como se ilustra en la

Figura 4.
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Figura 4. Particulas de aceite esencial de menta y de romero utilizando como materiales de pared

goma arabiga y gelatina. (A) Particulas de aceite esencial de menta (B) Particulas de aceite esencial

de romero

En la Figura 4a se aprecian algunas aglomeraciones, por el contrario, en la Figura 4b se
observa un polvo suelto mas refinado, esto puede deberse a la ausencia de aceite en la superficie
y/o a la presencia de agua en las mismas. El color blanco de las microparticulas se atribuye a los
materiales de la pared utilizados en el proceso. Es importante mencionar que para los sistemas
producidos hubo formacion de precipitado y sobrenadante claro, que es lo esperado por la técnica

de CC.

3.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido de las P-AEM y P-AER se

muestran en la Figura 5 y 6 respectivamente.
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Figura 5. Micrografia electronica de barrido de las microparticulas de aceite esencial de menta

con aumentos de 500x y 1000x: (A) y (B) Aumento de 1000x (C) Aumento de 500x.

Figura 6. Micrografia electronica de barrido de las microparticulas de aceite esencial de romero

con aumentos de 500x y 1000x: (A) Aumento de 500x (B) y (C) Aumento de 1000x

Las P-AEM y P-AER muestran superficies lisas y planas, con paredes definidas (Fig. 5a,
6a), que aseguran una mejor retencion del material de relleno y menor permeabilidad a los gases;
ademas, proporcionan una mayor proteccion y preservacion de los AE encapsulados (Fig. 5b, 6b)
(de Barros Fernandes, y otros, 2013). Este tipo de morfologia estd asociado con el método de
secado (liofilizacion) utilizado después del proceso de CC (Zabot, Silva, Azevedo, & Meireles,

2016).
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Del mismo modo, se observa la presencia de compuestos activos (aceite no encapsulado)
en la superficie de las particulas (P-AEM y P-AER), que provocan la interaccion de estos con los
materiales de pared, y por consiguiente la union de diferentes microcapsulas, causando
aglomeraciones durante el secado por liofilizacion (Garcia Carmona, 2019), (Comunian, y otros,
2013) como se muestra en las micrografias. De acuerdo con (Garcia Carmona, 2019), este
comportamiento indicaria que el polimero no se repartié de forma equitativa alrededor de los AE.
Es necesario destacar, que segln las micrografias las P-AER tienen menos aceite esencial en la
superficie, en comparacion con las P-AEM, por tanto, estas Gltimas exhiben mas aglomeraciones
(Fig. 5c¢, 6¢).

En los resultados de este estudio se pueden encontrar diferencias con los ya obtenidos por
(Turasan, Sahin, & Sumnu, 2015), quienes sefialaron estructuras porosas y con agujeros dentro de
las capsulas (Fig. 7) , estos poros fueron debido a los residuos de cavitaciones atrapados de AER,
que resultaron de la volatilizacion del aceite durante la liofilizacion, cosa que no ocurrié en este
trabajo. En efecto, las P-AER encapsuladas con MD y WP (Turasan, Sahin, & Sumnu, 2015),
versus las P-AER y P-AEM encapsuladas con G-GA obtenidas de este estudio difieren
considerablemente en cuanto a la ausencia de poros, esto posiblemente se debe a la capacidad que
tiene el método de CC de crear un polimero (G-GA) que en la etapa de separacion de fases forme
una pelicula protectora fuerte alrededor del ntcleo (Garcia Carmona, 2019), (Nakamura, Yoshida,
Maeda, & Corredig, 2006). Asimismo, es alentador comparar los resultados con los de Dutra
(Dutra Alvim, 2005) quien encapsuld compuestos hidrofébicos (oleorresina de pimenton y aceite
de soja) en G-GA con y sin reticulantes, por CC, utilizando 2 métodos de secado: liofilizaciéon y
SD. El método de SD sin el uso de reticulantes destruyo la particula, mientras que el secado por

liofilizacion fue eficiente en la obtencion de micro particulas secas para todos los sistemas,
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consiguiendo muestras deshidratadas con paredes continuas, semejantes a una forma esférica, con
deformaciones a lo largo de la pared y presencia de puntas en algunas particulas, sugiriendo esto
que el uso de reticulantes en las micro particulas no altera la estructura, pues aqui se muestra
similitud en la estructura de las particulas con y sin reticular. En términos relativos, Ballesteros et
al. (Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto, 2017) evaluaron las técnicas de secado
por liofilizacion y SD para la encapsulacion de compuestos fendlicos extraidos del café molido
gastado (FCG), utilizando como materiales de pared MD, GA y una mezcla de estos (1:1). Los
autores alcanzaron mejores resultados cuando secaron por liofilizacion, igualmente, en el presente
trabajo, a pesar de que no se presentaron formatos perfectamente esféricos, fue posible ver los
aceites encapsulados (Fig. 5b, 6b), razén por la cual se puede concluir que la liofilizacion puede
ser una buena opcion de secado para encapsular compuestos fendlicos, ya que es capaz de retener

un alto porcentaje de los mismos.

Figura 7. Micrografia electronica de barrido de las microparticulas de aceite esencial de romero

Adaptado de (Turasan, Sahin, & Sumnu, 2015)
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3.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada DE Fourier (FTIR)

En este trabajo, se observaron las vibraciones de estiramiento de las funciones quimicas de
las microparticulas producidas. Los resultados obtenidos en el espectro FTIR, para el estudio de
interacciones quimicas entre G, GA, AEM, AER, P-GGA, P-AEM y P-AER en la matriz

polimérica se muestran en la Figura 8.

Figura 8. Espectro FTIR de gelatina libre, goma libre, aceite esencial de menta, aceite esencial de

romero, particulas de gelatina de goma, particulas de aceite esencial de menta y particulas de aceite

esencial de romero
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El espectro FTIR para el AEM muestra que las bandas de 3424 cm™ son correspondientes
a la presencia de grupos OH, mientras que las bandas a 2925 cm™ y 2872 cm corresponden a
enlaces -CHs con hibridacion Sp3 y enlaces -CH. respectivamente. La banda de 1708 cm™ en el
espectro corresponde a las vibraciones relacionadas con C=0. Las bandas de 2951 cm, 1700 cm"

11452 cm?t y 1366 cm™ son representativos de C=H, CH, CHs, y grupos alifaticos. Las



PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE PARTICULAS POLIMERICAS | 33

vibraciones de 2951 cm™ y 1360 cm™ corresponden a enlaces C-H, O-H y C-O caracteristicos de
alcoholes primarios. Las sefiales débiles en el rango de 1210 cm™ a 1230 cm™ indican la presencia
de moléculas de ésteres asimeétricos con pequefios momentos dipolares. Prakash y Yumus
(Prakash & Yumus, 2013) exhibieron en su espectro FTIR producido para el aceite esencial por
hidrodestilacion de Mentha Arvensis, que las fuertes vibraciones de estiramiento en las bandas
3355 cm? (O-H), 2953 cm™ (CH3-CHy2), 2869 cm™ (C-O CHs), 1702 cm™ ( C=0), 1455 cm*
(C=H-CH. -CHj3), 1384 cm* (alcoholes primarios) y 1291 cm™* (ésteres), sugieren la presencia de
mentol y mentona como principales constituyentes del AEM, lo anterior, sirve como base para
afianzar y constatar los resultados obtenidos en el presente trabajo, puesto que son semejantes y
efectivamente se evidencia la presencia de estos mismos compuestos.

Por otra parte, en el espectro FTIR del AER libre, se muestra la banda ancha de 2925 cm
con un evidente estiramiento que pertenece a la tension del enlace -CH3 y -CH2, el pico que se
muestra en 1744 cm™ pertenece a la presencia de C=0. El rango de 1462 cm™ y 1370 cm
corresponde a grupos C-CHz mientras que las bandas en 1075 cm™ y 977 cm® estan asociadas con
vibraciones de enlaces C-O y C=C. En ese orden de ideas, las bandas caracteristicas de 1370 cm"
1977 cm™? y 840 cm producidas, sugieren la presencia del compuesto 1,8-cineol, asimismo, en
la banda 1744 cm™ (C=0) y en los rangos 2925 cm™ - 2970 cm™ y 1462 (-CH2) - 1370 cm™ (CHs)
apuntan hacia la presencia de alcanfor (de Barros Fernandes, Borges, Alvarenga Botrel, &
Rodrigues de Oliveira, 2013) .

En cuanto a las intervenciones de la G y GA en las particulas de AEM y AER, se permite
abordar un poco sobre sus espectros libres y sin aceites (P-GGA). En los nimeros de onda 3431
cm?, 1636 cm™ y 2925 cm?, se observa que tanto para la G como para la GA hay presencia de

grupos -OH, y grupos metilo -CH, asi como también enlaces de hidrdgeno en la banda ancha 3431
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cm™’. En particular, GA presenta, un estiramiento en 1070 cm™ referente a enlaces C-O-C, por su
parte, la presencia de la banda con baja intensidad a 2925 cm™ ! en el espectro es caracteristico de
los grupos carboxilico (Silverstein, Webster, & Kiemle, 2005). En el caso de la G, la banda de
662 cm™ corresponde a enlaces de -NH y las vibraciones presentes en la banda 3431 cm
corresponden a grupos de aminas. Durante la CC, se espera que la union de cargas positivas y
negativas, es decir, grupos amino y carboxilo, promuevan el proceso de CC, formando un complejo
que contenga enlaces amida (dos Santos, Carpinteiro, Thomazini, & Rocha-Selmi, 2014).
Conforme a lo anterior, el analisis FTIR verificd la formacion de amidas en las microcéapsulas,
comprobando la aparicion de la CC; asi pues, en las P-AEM y P-AER, se observan estiramientos
en las bandas de 1645 cm™ y 1652 cm™, respectivamente, confirmando la presencia de grupos
amida. Los espectros FTIR de AE encapsulados, presentan similitud con los espectros 2872 y
2951 cm™ (AEM) y 2872 cm™ (AER) de los AE libres, sin embargo, la ausencia de la mayoria de
bandas caracteristicas de los AE libres, en el espectro de las microparticulas, determinan que los
compuestos activos se enmascararon por los agentes encapsulantes, lo que sugiere, que hubo
sinergismos quimicos al combinar sustancias de diferente naturaleza quimica, estas combinaciones
se expresan mediante el reforzamiento de la intensidad de las bandas que van desde 3431 cm™
hasta los 2872 cm™ y de los 1652 cm™ hasta los 622 cm™ (dos Santos, Carpinteiro, Thomazini, &
Rocha-Selmi, 2014), (Ramos, 2016).

A lo largo de la encapsulacion de AE naturales, es importante tener en cuenta los cambios
que se producen en la formacion de las emulsiones (de Barros Fernandes, Borges, Alvarenga
Botrel, & Rodrigues de Oliveira, 2013) o de los coacervados. Los espectros de microparticulas
encapsuladas por el método de emulsiones, presentan semejanzas con los espectros de

microparticulas encapsuladas por el método de CC, ambos muestran interacciones electrostaticas,
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enlaces de hidrogeno y, en algunos casos, formacion de grupos funcionales tipo amida (Gonzalez
Martinez, 2017). Este aspecto demuestra la efectividad del proceso de microencapsulacion y
garantiza la estabilidad de los compuestos activos por el efecto protector de la pared polimérica
contra la oxidacion y la evaporacion de los mismos (Nogueira, 2015). Sin embargo, se debe
enfatizar en que los procesos de secado no deben alterar la estructura quimica de las matrices ya
que, independientemente del proceso, no deben observarse cambios significativos (Ballesteros,

Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto, 2017).

3.4. Difraccion de Rayos X (DRX)

En el andlisis de DRX, los picos afilados definen materiales cristalinos y los picos anchos
definen materiales amorfos, siendo asi; en la Figura 9 se presentan los patrones de difraccion
correspondientes a G, GA, P-GGA, P-AER y P-AEM. En ella, se ve representado el angulo
incidente a 2@: 20° para los materiales, tales como: GA, P-GGA, P-AER y P-AEM y 20: 22° para
la G, mostrando claramente caracteristicas amorfas sin exhibir picos cristalinos. Teodoro et al.
(Teodoro, Fernandes, Botrel, Borges, & Souza, 2014), Ballesteros et al. (Ballesteros, Ramirez,
Orrego, Teixeira, & Mussatto, 2017), Fernandes et al., Di Battista (Di Battista, 2016) y (Ramirez
Londofio, 2013), encapsularon compuestos activos por diferentes métodos de encapsulaciéon (SD
y emulsificacion); sus resultados muestran difractogramas similares a los obtenidos en este trabajo,
es decir, también presentaron particulas amorfas, lo cual, permitiria inferir que ni el método de
encapsulacion, ni el metodo de secado (Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto, 2017),
tienen influencia notable sobre la estructura cristalino-amorfo de las microparticulas (Fig. 10).
Como se menciond anteriormente, existe gran semejanza entre los resultados obtenidos en este

trabajo y los expuestos por Ballesteros et al. (Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto,
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2017), quienes analizaron los difractogramas correspondientes a los materiales de pared puros, GA
y MD, al encapsulamiento de los FCG con GA, MD y GA-MD (1:1), y demostraron que los
principales responsables de la estructura final de los productos encapsulados, son los materiales
de recubrimiento usados, tal como ocurre con el presente estudio, en donde, las microcapsulas

muestran el comportamiento estructural amorfo propio de los agentes encapsulantes: G-GA.

Figura 9. Difractograma de gelatina libre, goma libre particulas de gelatina-goma arabiga,

particulas de aceite esencial de menta y particulas de aceite esencial de romero.
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De igual manera, la grafica revela que los difractogramas de las muestras encapsuladas con
aceites esenciales exhiben una disminucion en la intensidad con respecto a los difractogramas de
las P-GGA y los materiales de pared puros, esta disminucién podria indicar el enmascaramiento
de las sustancias activas y comprobar, la efectividad de la microencapsulacion aplicando el método
de CC (Dario, Hernandez, Gémez, li, & Sadl, 2010), (Tapia Poveda, 2017). De igual modo, la
ausencia de picos cristalinos en los difractogramas ayuda a la retencién de componentes activos y

evitan una posible liberacion anticipada de los mismos (Mcclements & Rao, 2011).

3.5. Tamafo de particula y potencial Zeta
La Tabla 1 muestra los valores correspondientes al tamafio de particula, indice de

polidispersidad (PDI) y potencial zeta de las P-AEM, P-AER y P-GGA.

Tabla 1.
Tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta para las particulas de aceite
esencial de menta, particulas de aceite esencial de romero y particulas de gelatina-goma arabiga

libres de aceites esenciales.

Muestra Tamafio de particula (um) PDI Potencial zeta
P-AEM 11,54 £ 0,70 0,45+0,35 -6,03 £ 0,18
P-AER 17,10 £ 2,70 0,54 +0,24 -8,64 £ 0,01

P-GGA 2,41 +1,45 0,81+0,2 -12,4 £ 0,17
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Tal como se puede observar (Tabla 1), los tamafios de las P-GGA fueron
considerablemente menores con respecto a los tamarios de las P-AEM y P-AER, lo que podria
indicar que hubo enmascaramiento de aceites en el proceso de coacervacion. Generalmente, los
tamanos de particula obtenidos por CC van desde 1-500 um. Las P-AEM y P-AER obtenidas en
este trabajo, se produjeron con concentraciones de polimero de pared de 2,5% (p/p) y 50% de
nucleo en relacion con el peso total de materiales de pared, y exhibieron tamafios que corresponden
all,54+0,70 umy 17,10 + 2,70 um, respectivamente. De igual manera, los valores de PDI para
las P-AEM, P-AER y P-GGA fueron de 0,45 £ 0,35; 0,54 + 0,24, 0,81+ 0,2 respectivamente; estos
valores proveen informacion de la uniformidad de la distribucion del tamafio de particula, valores
de PDI <0,1 indican monodispersidad; mientras que, valores entre 0,1-0,4 indican un tipo de
distribucion intermedio moderadamente polidispersas y, valores >0,4 sefialan ancha
polidispersidad. El analisis de datos de la Tabla 1 indica que, segun los valores obtenidos de PDI
con sus respectivas desviaciones, las microparticulas estan en un rango de polidispersidad ancha
(Nobbmann, 2017 ), es decir, con variedad de tamarios; sin embargo, la presencia de cualquiera de
los aceites (menta o romero), demuestra una disminucion favorable en la homogeneidad de las
particulas encapsuladas.

Los resultados de tamafio de particula, presentan valores similares a los encontrados por
(Rodrigues da Cruza, Andreotti Dagostina, Augusto Perussello, & Massona, 2019), quienes
encapsularon acido ascorbico en G-GA, usando diferentes combinaciones entre nucleo (25%, 50%
y 75%) y materiales de pared (2,5%, 5,0% y 7,5% p/p), por la técnica de CC. La combinacién 50%
nucleo con 2,5% p/p materiales de pared, mostré un tamarfio de 9,8 um. La diferencia entre este
tamano y los obtenidos en el presente trabajo, podria deberse a que en el momento en que se realizo

el estudio, las muestras P-AEM y P-AER podrian encontrarse hiumedas. De igual forma, otros
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factores que podrian influir son los siguientes: velocidad de homogeneizacidn, tension superficial,
viscosidad, proceso de secado y la concentracion del material activo en la capsula (Rodrigues da
Cruza, Andreotti Dagostina, Augusto Perussello, & Massona, 2019), (Universidad de Antioquia,
sf).

En comparacion con otros autores, los tamafios obtenidos en la presente investigacion
fueron més bajos que los mostrados en sus estudios. Rocha (Cérdenas Baquero, Arrazola
Paternina, & Villalba Cadavid, 2016), produjo microcédpsulas de licopeno con tamafios de 61-
144pum, Comunian et al. (Comunian, y otros, 2013) encapsularon &cido ascorbico y describieron
que alcanzaron tamafios entre 51,67-83,82 pum. Similarmente, (dos Santos, Carpinteiro,
Thomazini, & Rocha-Selmi, 2014) produjeron microparticulas de xilitol y mentol con tamafios de
78,45 a 109,31 um. Todos estos procesos se llevaron a cabo por el método de CC utilizando como
material de pared G-GA. Estas diferencias entre los tamafios de las particulas pudieron haberse
dado por la velocidad y el tiempo de homogeneizacion utilizado en las emulsiones (velocidades
entre 8.000-12.000 rpm) (Rodrigues da Cruza, Andreotti Dagostina, Augusto Perussello, &
Massona, 2019), pues la velocidad utilizada en este trabajo(15.000 rpm) es superior a la de las
obras mencionados.

Segun Teodoro et al. (Teodoro, Fernandes, Botrel, Borges, & Souza, 2014), la técnica SD
produce particulas pequefias (1-50um) (Jayanudin, Rochmadi, Fahrurrozi, & Wirawan, 2016),
debido a que el disolvente se evapora durante el proceso de secado y las gotas pierden la mayor
parte de su volumen. (de Barros Fernandes, y otros, 2013) encapsularon AER y obtuvieron
tamafos de 13,6 um; Teodoro et al. (Teodoro, Fernandes, Botrel, Borges, & Souza, 2014)
produjeron particulas de AER y obtuvieron particulas con un tamafio medio de 12,2 um; y Zuanon

(2012) encapsulo oleorresina de curcuma logrando tamafios medios entre 16 - 18 um. Un tamafio
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de particula pequefio en SD implica un area de superficie grande que puede conducir a que parte
del aceite esencial no quede completamente encapsulado (0,2-1%) (Anwar & Kunz, 2011),
(Espinosa & Garcia, 2017), siendo asi, las altas temperaturas utilizadas en la técnica de SD, pueden
permitir la volatilizacion y la oxidacion de los componentes de los AE (Jayanudin, Rochmadi,
Fahrurrozi, & Wirawan, 2016) que se encuentren en la superficie, lo que puede provocar sabores
desagradables en las particulas encapsuladas (Espinosa & Garcia, 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, las técnicas SD y CC con secado por liofilizacion,
pueden presentar similitudes en los resultados de tamafio de particula, arrojando valores pequefios
en el orden de micrometros; pero, a diferencia de lo que ocurre con el método de SD, la CC con
secado por liofilizacion, podria generar microparticulas con bajo contenido de aceite superficial
(0,02%) (Anwar & Kunz, 2011); ademas, es un proceso que se lleva a cabo con temperaturas mas
bajas que las temperaturas de volatilizacion de los AE, lo cual puede evitar alteraciones en sus
propiedades y reducir reacciones que provocan su degradacion (Ramirez Navas, 2006).

Por otra parte, un pardmetro fundamental en el estudio de las interacciones, repulsién o
atraccion de particulas en suspensién en un liquido es el Potencial Zeta, que se define como la
carga global adquirida por las microparticulas en un medio, y su valor da la indicacion de
estabilidad fisica en la dispersion de las microparticulas (Rahman, Zidan, Habib, & Khan, 2010);
cuando la carga sea mas alta, mayor sera el potencial electrostatico y la consecuente repulsion, que
impedira que las particulas se atraigan y permanezcan unidas formando agregados. En general, los
valores de potencial inferiores a -30 mV y superiores a 30 mV confieren estabilidad mientras que
los valores de potencial entre -10 mV y 10 mV se consideran aproximadamente neutros (Baena,
2019) y sefialan peligro de aglomeracion de las particulas en suspension. La carga eléctrica de las

particulas producidas por CC es otorgada por el producto de las cargas de sus materiales de pared
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(Wang, Adhikari, & Barrow, 2014). La GA tiene un potencial negativo, independiente del pH del
medio en el que se encuentre; esto debido a la carga que poseen los grupos carboxilato que estan
su estructura (Eratte, Wang, Dowling, Barrow, & Adhikari, 2014), por el contrario, la carga
superficial de la G es positiva por debajo de su punto isoeléctrico; ademas, al ser una proteina, la
mayoria de sus grupos amino estan cargados positivamente (-NHs"), mientras que la mayoria de
los grupos carboxilo (-COOH) son neutrales por debajo de su punto isoeléctrico (Wang, Adhikari,
& Barrow, 2014). En la Tabla 1 se pueden observar los valores de potencial zeta referentes a este
estudio, los cuales arrojaron micelas coloidales negativas, con bajo potencial, que puede indicar
peligro de aglomeracién; por lo que se sugiere que la estabilidad podria estar mas relacionada con
la viscosidad, el tamafio de particula o la composicion de la emulsion, que con la repulsion
electrostatica (Comunian, Palazzolli da Silva, Freitas Moraes, & Favaro-Trindade, 2019). De igual
manera, es importante resaltar que la técnica de CC, en comparacién con otras técnicas
convencionales como el SD, alcanza una carga Util superior al 50% que proporciona una cubierta
externa mas gruesa, logrando asi, sistemas estables (Wang, Adhikari, & Barrow, 2014), por lo que
esto también permitiria una mayor estabilidad en las P-AEM y P-AEM. Los resultados observados
en este estudio son similares a los encontrados por (Baena, 2019) quien encapsuld, a diferentes
concentraciones, oleorresina de uchuva utilizando como material de pared goma xantana (material
altamente viscoso) alcanzando valores de potencial zeta entre 7,52 y -10,2 mV, considerando que
la estabilidad conseguida de las particulas fue concebida por la alta viscosidad del material

encapsulante.
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3.6. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Figura 11 ilustra el comportamiento térmico de las P-AEM y P-AER. En este analisis
se pueden visualizar los cambios de primer orden (involucran calor latente) y segundo orden
(cambio en la capacidad calorifica) de las microparticulas mediante la variacion de flujo de calor

en funcion de la temperatura.

Figura 11. Termograma DSC de particulas encapsuladas de aceite esencial de menta y aceite

esencial de romero.
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La temperatura de transicion vitrea (Tg), es una transicion de segundo orden que esta
asociada con la estructura amorfa de las particulas (Mera, 2015). En esta temperatura las cadenas
poliméricas que conforman la particula adquieren movilidad provocando un aumento de su
viscosidad y una disminucion de su densidad, dureza y rigidez (Santos de Sousa, 2016); asi pues,
aquellas cadenas poliméricas que puedan moverse con facilidad tendran una Tg muy baja (bajo
suministro de calor), mientras que las que no, tendran una Tg alta (alto suministro de calor). Si se

sigue calentando el material se llega a la temperatura de cristalizacion (Tc), la cual se presenta
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como una transicion exotérmica, que indica que el polimero esta liberando calor. El continuo
suministro de calor, permite la formacion de cristales y por ende a temperaturas mas altas que la
Tc, se alcanza una transicion de primer orden denominada, transicion térmica de fusion (Tm), que
se refleja como una transicion endotérmica, puesto que el calor suministrado, es absorbido por la
muestra (Mera, 2015).

Las P-AEM alcanzaron su Tg a los 4,5 °C, entre tanto, las P-AER consiguieron su Tg a los
5,56 °C, lo que quiere decir que a estas temperaturas, las particulas presentan cierta elasticidad y
generan mayor estabilidad (De Recerca, 2011). Los picos exotérmicos que se muestran en las
temperaturas 59,05 °C y 64,23 °C indican la Tc de las P-AEM y P-AER respectivamente; las
curvas con este comportamiento, son propias en los materiales poliméricos (Widmann, 2000).
Siguiendo la gréfica, se observa una transicion endotérmica entre 127,47 °C - 207,55 °C para el
caso de las P-AEM y entre 125,25 °C - 198,27 °C para las P-AER, perteneciente a las Tm. Cabe
recordar, que segun el analisis de DRX realizado en esta investigacién, las microcapsulas son de
caracter amorfo, por lo tanto, estas no presentan puntos de fusién definidos, sino que abarcan un
intervalo de valores (Gil Bercero, Barroso Herrero, & Camacho L6pez, 2010). La Gltima parte de
la curva gravimétrica muestra para las dos formulaciones una alteracién entre las temperaturas 200
°C y 250 °C, que corresponde a la degradacién de la G presente en las paredes de las
microparticulas (Rahman, Zidan, Habib, & Khan, 2010) pues la goma ardbiga como membrana de
pared funde a 250 °C (Garcia Sotelo, 2014), temperatura que no cubre este analisis.

Por otra parte, la temperatura de ebullicion del AEM libre se encuentra a los 212°C (ROTH,
2019); no obstante, la curva correspondiente a las P-AEM no muestra alteraciones endotérmicas
en este rango de temperaturas, 1o que podria significar que hubo encapsulamiento parcial o total

del biocompuesto funcional. Del mismo modo, Garcia (Gil Bercero, Barroso Herrero, & Camacho
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Lopez, 2010) estudio el comportamiento del AER libre a través de un analisis DSC y percibi6 un
cambio de fase o vaporizacion de los componentes del mismo, cuando se alcanzaron los 73 °C. En
la curva perteneciente a las P-AER, no se observa ninguna alteracién alrededor de los 73 °C, lo
que indica que efectivamente se protegieron los componentes volatiles del efecto de la
temperatura.

Encontrando similitudes con el termograma realizado por (Zhang, y otros, 2020), que
consiste en el estudio DSC de la G-GA, se podria decir que la caracterizacion térmica de las
microparticulas depende en gran medida de los materiales de pared, lo que evidencia que los
cambios sufridos en las muestras estan directamente relacionados con las temperaturas de
transicion de los materiales encapsulantes (Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira, & Mussatto,
2017). Por su parte, este analisis permite determinar las posteriores condiciones térmicas para la
aplicacion de las microcapsulas, a partir de él, es posible tener una nocion de que puede ocurrir

con ellas a determinada temperatura.

3.7. Propuesta de aplicacién de las particulas encapsuladas con aceites esenciales de menta 'y
romero.

En los Gltimos afios se han encontrado efectos secundarios en humanos como el aumento
del colesterol, hepatomegalia e induccién de cancer hepatico, enfermedades cardiovasculares,
aterosclerosis, gastritis y dafios en el sistema nervioso central atribuidos al empleo de antioxidantes
sintéticos en la industria de alimentos (Arango B., Pantoja D., Santacruz Ch., & Hurtado B., 2012).
El uso de aceites esenciales como aditivos funcionales naturales cobra especial importancia en la
industria alimenticia, ya que estos compuestos son reconocidos como seguros (GRAS) para ser

usados de forma intencionada en los alimentos (Asensio, 2013). Las microparticulas coacervadas
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que contienen AEM o AER (compuestos lipofilicos) (Dutra Alvim, 2005) producidas en este
trabajo, se podrian utilizar como posibles sistemas de administracion de agentes antimicrobianos
y antioxidantes.

De acuerdo con lo anterior, los AE encapsulados (menta y romero), se pueden incorporar
para el enriquecimiento de postres lacteos (yogures y helados) a fin de reemplazar aditivos
antioxidantes sintéticos (ascorbato céalcico, ascorbato sddico, acido ascorbico, hidroxitolueno
butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA)) (C.A. Commission, 1981) por aditivos
antioxidantes naturales capaces de neutralizar radicales libres, proporcionar estabilidad
fisicoquimica, mejorar las caracteristicas sensoriales y alargar la vida util de los alimentos (Zhang,
y otros, 2020). Las P-AEM y P-AER producidas en este trabajo de pregrado, comprenden un
tamarfio de particula apto (P-AEM:11,54 + 0,70; P-AER: 17,10 + 2,70) para aplicar en el campo
de lacteos (10 nm-100 um) (Mcclements & Rao, 2011).

La no solubilidad de las microparticulas en agua, su afinidad en matrices hidrofébicas y el
uso de biopolimeros con carga opuesta (G-GA) como vehiculos de transporte protectores contra
la degradacion de los activos que anteriormente demostraron ser superficies lisas y definidas, y
estructuras amorfas, pueden prometer una liberacion controlada del compuesto lipofilico
(antioxidante) en un sitio de accion particular o en respuesta a un estimulo especifico (pH,
actividad enzimatica o temperatura) dentro del cuerpo humano (T=37°C): liberacion en la boca
(pH 5-7), estomago (pH 1-3), intestino delgado (pH 6-7,5), intestino grueso o colon (pH 5-7)
(McClements & Li, 2010). Las P-AEM y P-AER con carga negativa se consideran estables en un
medio con pH=4, sin embargo, al ser ingeridas, se pueden provocar cambios drasticos que alteren
su condiciones de estabilidad, por efectos de la rapida variacion de pH en el tracto gastrointestinal

(TGI); igualmente, segun los resultados del analisis DSC, se tiene certeza que las capsulas a
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temperaturas y por encima de 4,5 °C y por debajo de 64 °C se encuentran seguras ante la
degradacion térmica. En este caso se espera que los compuestos activos sean liberados en el
intestino delgado, ya que la mayor parte de compuestos nutracéuticos son digeridos o absorbidos
en esta etapa del TGI humano a fin de llegar a distintos 6rganos y combatir radicales libres
(McClements & Garti, Encapsulation Technologies and Delivery Systems for Food Ingredients
and Nutraceuticals, no. 239. Philadelphia, Pa: Woodhead Publishing, 2012). Esto prepara el
escenario para el desarrollo y uso de simulaciones intestinales que permitan conocer a ciencia
cierta el comportamiento de las P-AEM y P-AER como aditivos nutracéuticos en el cuerpo

humano con la intencidn de aprovechar las los beneficios de los aceites esenciales.
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4. Conclusiones

La morfologia y las propiedades térmicas de las particulas producidas, en comparacion con
estudios previos en los que utilizaron técnicas de emulsion y secado por spray dry, determinan que
los aceites esenciales quedaron encapsulados y protegidos parcialmente por los agentes
encapsulantes, a través de superficies definidas y planas y sin cambios alrededor de las
temperaturas de fusion y ebullicion de los aceites esenciales, proporcionando calidad y estabilidad
en las microcapsulas.

La técnica de coacervacion compleja con liofilizacion fue efectiva para producir
microparticulas con aceites esenciales encapsulados: menta y romero, con tamafios favorables
(11,54 - 17,10 pum) funcionales para aplicacion en la industria lactea (yogur y helado) como

alternativa a los antioxidantes sintéticos.
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5. Recomendaciones

Este proyecto es el punto de partida para futuras investigacion que permitan dar solucién a
las necesidades de la industria alimenticia, buscando futuros usos en entornos reales. Por lo tanto,

se plantean las siguientes recomendaciones:

« Se requieren andlisis adicionales, tales como cromatografia de gases de los aceites
esenciales y de las particulas encapsuladas, eficiencia de encapsulacion, variacion del pH en el
potencial Zeta, higroscopicidad, densidad, solubilidad, actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana.

« Realizar produccion de nuevas particulas a diferentes concentraciones alterando la
congelacién y el secado para obtener particulas esféricas.

« Se necesitan mas estudios para determinar las interacciones con los componentes de
postres lacteos y asi establecer mecanismos de liberacion apropiados en TGI.

o Los aceites esenciales también tienen propiedades antimicrobianas que se pueden
preservar 0 mejorar mediante la encapsulacion mediante coacervacion compleja para producir
particulas que pueden usarse como agentes capaces de prevenir el crecimiento de bacterias y

mejorar la vida util de los alimentos.
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Apéndices

Apéndice A. Esquema del procedimiento empleado para llevar a cabo la encapsulacion de

los aceites esenciales (menta y romero) por el método de coacervacion compleja.

Figura 12. Procedimiento empleado para llevar a cabo la encapsulacion de los aceites esenciales

de menta y romero por el método de CC.
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Apéndice B. Materiales y equipos

En la Tabla 2 se mencionan los equipos empleados durante la etapa experimental.

Tabla 2. Equipos utilizados en el proyecto.

|61

Equipo Modelo Fabricante
Balanza analitica AY 220 Shimadzu
Ultra Turrax T25 IKA
Agitador magnético SP-165 SPLABOR
Medidor de pH Q400AS Quimis
Ultra freezer CL 200-86V ColdLab Ltda.
Liofilizador L101 Liotop
Microscopio electrdnico de barrido JSM-6390 LV JEOL
Metalizador SCD 0005 Baltec
Espectrofotémetro de infrarrojo Carry 660 Agilent Technologies
Zetasizer Nanosizer ZS 3600 Malvern Instruments Ltd.
Difractometro de Rayos X MiniFlex 600 Rigaku
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Apéndice C. Ficha técnica del aceite esencial de romero.

Figura 13. Ficha técnica del aceite esencial de romero.

FICHA TECNICA
Aceite esencial de romero

(Rosmarinus officinalis)

CAS Number: 8000-25-7 INCI: Rosmarinus officinalis Leaf Oil

Item controlado Especificaciones

Apariencia Liquido claro

Color Incoloro a amarillo palido
Impurezas Isento

Olor Caracteristico

Densidad (20°C) 0,900 - 0,930

indice de Refraccion (20°C) 1,460 — 1,475

Rotaccién Optica [-2° ;+69]

Principales componentes 1,8 cineol = 40% Alcanfor = 15% Alfa
(valores aproximados) pineno = 13% Beta pineno = 7%

Limoneno = 3%

Obtencién Destilacién a vapor de las hojas.

Origen Marruecos o tunez

Obs.: No contiene OGM ni fui utilizado para teste en animales.

Recomendaciones
Especiales

Manipulacién

Uso de guantes, se recomiendan gafas de sogundad No ingerir. Evntar el contacto con la

piel, los ojos y la mucosa. Si esto ocurre, | lave te con agua limpia.
En caso de derrame, absorba el con absorbente (arena, tierra).

Producto inflamable a una temperatura superior a 47°C. Puede causar irritacion de la
piel o alergia.

En caso de i dio, use exti imi socoyaguaenformademebla no use
chorros de agua para evitar la propagaelén del producto. Use equipo de proteccién
personal.

No hay peligro en condiciones 1!

Este producto esta disefiado para uso profesional / industrial y, dado que esta hecho de
atural uede lig en el color y la cromatografia sin

P Igeras
causar nmgun problema en el rendimiento del producto.

Al

Al e en un lugar seco, |lejos de la humedad y el calor, protegido de la luz, en un
recipi original bien sellado. No reutilice el embalaje vacio.

Transporte

Numero de riesgo: 30 / Nimero ONU: 11869 / Clase o subclase de riesgo: 3 / Descripcién
de la clase o subclase: Liquidos inflamables / Grupo de embalaje: IlI.

La informacién contenida en esta publicaciéon representa lo mejor de nuestro conocimiento. Sin
embargo, nada de lo mencionado aqui debe entenderse como una garantia de uso. Los consumidores
deben realizar sus propias pruebas para determinar la viabilidad de la aplicacién.

Ingeniera Quimica Responsable: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754

| 62
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Apéndice D. Ficha técnica del aceite esencial de menta

Figura 14. Ficha técnica del aceite esencial de menta.

FICHA TECNICA
FERQUIMA Aceite esencial de Menta Arvensis

(Mentha arvensis)

CAS Number: 68917-18-0 INCI: Mentha arvensis Leaf Oil

Itens Controlados Especificagoes

Apariencia Liquido Claro

Color Incoloro a amarillo palido

Impurezas Exento

Olor Caracteristico

Densidad (20°C) 0,880-0,910

indice de Refraccion (20°C) 1,450 — 1,470

Rotaccion optica [-22° ;-139]

Principales componentes Mentol=41% Mentona= 23%

(valores aproximados) Isomentona= 10% Neomentol = 7%

Acetato de mentila= 4%

Obtencion Destilacion a vapor de las hojas.

Origen China

Obs.: No contiene OGM ni fue utilizado para teste en animales.

Recomendaciones
especiales.
Manipulacién Uso de guantes, se recomiendan gafas de seguridad. No ingerir. Evitar el contacto con la
piel, los ojos y la mucosa. Si esto ocurre, lave inmediatamente con abundante agua limpia.
En caso de derrame, absorba el material derramado con absorbente (arena, tierra).

Riesgos Punto de inflamacion: 74°C. Puede causar irritacion de la piel o alergia.

Incendio En caso de incendio, use extintor quimico seco y agua en forma de niebla, no use
chorros de agua para evitar la propagacion del producto. Use equipo de proteccién
personal.

Explosividad No hay peligro en condiciones normales.

Uso Este producto esta disefiado para uso profesional / industrial y, dado que esta hecho

de sustancias naturales, puede mostrar ligeras variaciones en el color y la
cromatografia sin causar ningin problema en el rendimiento del producto.

Almacenamiento Almacene en un lugar seco, lejos de la humedad y el calor, protegido de la luz, en un
recipiente original bien sellado. No reutilice el embalaje vacio.
Transporte Numero de riesgo: 90 / Numero ONU: 3082 / Clase o subclase de riesgo: 9/ Descripcion de

la clase o subclase: Sustancias peligrosas diversas / Grupo de embalaje: Ill

La informaciéon contenida en esta publicacion representa lo mejor de nuestro conocimiento. Sin
embargo, nada de lo mencionado aqui debe entenderse como una garantia de uso. Los
consumidores deben realizar sus propias pruebas para determinar la viabilidad de la aplicacion.

Ingeniera Quimica Responsable: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754



