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Resumen: El alginato es una de las matrices encapsulantes mas usadas, permitiendo la
formacion de geles estables y biocompatibles. No obstante, debido a la porosidad de las
capsulas de alginato de calcio, la combinacion de diversas sustancias puede dar lugar a
sinergias importantes que mejoren las caracteristicas morfologicas de estas. Por lo anterior,
en este trabajo, se estudio el efecto de la adicion de almidon como material de relleno en
capsulas de alginato, para la encapsulacion de un extracto de yerba mate (/lex
paraguanensis) con elevado contenido de antioxidantes naturales. Se prepararon
formulaciones simples de alginato de calcio y sistemas compuestos donde se adicioné al
alginato almidon de maiz en diferentes concentraciones. Se determinaron los porcentajes
de eficiencia de carga de los diferentes sistemas de encapsulacion, obteniéndose valores de
alrededor del 56%, sin encontrarse diferencias significativas segiin la concentracion de
almidon empleada. Se analizaron las caracteristicas morfologicas de los sistemas mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), observando la disposicion de los granulos de
almidon en el sistema compuesto. Se estudio la digestion in-vitro en fluidos simulados y
dado que la totalidad de los polifenoles se liber6 en el fluido gastrico (HCI 0,1 M), se
determin la cinética de liberacion en este medio.

1. Introduccion

La vehiculizacion y liberacion controlada de compuestos activos alimentarios constituye
una alternativa importante en la formulacion y desarrollo de alimentos con propiedades
funcionales, logrando solucionar problemas que pueden surgir ya sea por inestabilidad
fisica o quimica del ingrediente activo o por incompatibilidad entre el ingrediente activo y
la matriz del alimento, enmascarar sabores desagradables, asegurar la dosis y la
biodisponibilidad de un nutriente, y mejorar a su vez la relacion costo/beneficio para el
fabricante. Las cépsulas de alginato de calcio son féciles de preparar a escala laboratorio, el
proceso es muy sencillo y cualquier compuesto puede ser encapsulado, ya sea hidrofébico
o hidrofilico, sensible a la temperatura, liquido o viscoso, un aceite o un solido, etc
(Champagne and Fustier, 2007; Sébastien, 2004). Algunos de los compuestos activos
encapsulados con alginato son células microbianas, farmacos, extractos de antioxidantes
naturales, entre otros.(Chan et al., 2011; Das et al., 2011; Deladino et al., 2008).

La yerba mate (/lex paraguariensis), constituye una fuente importante para la extraccion
de antioxidantes usados como ingredientes alimentarios, ya que poseen multiples
funcionalidades que incluyen su actividad anti radical, anti cancerigena, son reductores de
reacciones de estrés oxidativo, antiinflamatorios y cardioprotectores (Dugo et al., 2009;
Silva et al., 2011). En algunos trabajos se han logrado altos valores de eficiencia de
retencion de este tipo de compuesto activo (> 85%), su liberacion controlada en matrices
alimentarias, extender su vida util, separarlos de componentes incompatibles y mejorar la
calidad final de producto (Deladino et al., 2008; Harris et al., 2011)

Otros autores han utilizado almidon nativo como material de relleno en la elaboracion de
capsulas de alginato. Asi, lograron mejorar la esfericidad, fluidez, densidad, apariencia y
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rigidez de la cépsulas, este efecto se atribuyo a la capacidad del almidon de reforzar la red
hidrogel (Chan et al., 2011; Wang et al., 2010).

2. Objetivo

El objetivo de este trabajo fue desarrollar sistemas de encapsulacion compuestos para la
proteccion de extractos antioxidantes naturales, con agregado de diferentes
concentraciones de almidén de maiz como material de relleno.

3. Materiales y métodos
1.1. Extraccion y cuantificacion de polifenoles de yerba mate

1.1.1. Preparacion del extracto de polifenoles de yerba mate

Diferentes cantidades de yerba mate comercial (entre 1 y 10 g), (La Merced, Misiones,
Argentina) fueron mezcladas con 100 ml de agua destilada y llevada a ebullicion en un
bafio termostatico (Viking, Argentina) durante 40 min. Posteriormente se filtraron para
separar la yerba y el liquido obtenido se volvi¢ a filtrar (0,45 pm).

1.1.2. Determinacion del contenido de polifenoles totales (PT) de las diferentes
concentraciones de los extractos de yerba mate

El contenido de PT fue determinando, usando el reactivo de Folin- Ciocalteu, midiendo la
absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro (Shimadzu Double Bean
Spectrophotometer UV-150-02, Seisakusho Ltd., Kyoto, Japdn), tras 30 min de reaccion
(Schlesier y col., 2002). Se us6 como patron acido clorogénico (AcCl).

1.1.3. Calculo del rendimiento de la extraccion de PT

El rendimiento de la extraccion de PT, se determin6 mediante la siguiente ecuacion:

m,

: m (1
%Rendimiento =| — |*100
Donde m, , corresponde a la masa de PT expresada como mg equivalente de AcCl
determinada de acuerdo al inciso 1.1.2. y my a la masa de yerba mate utilizada en la

preparacion del extracto en gramos.
1.2. Encapsulacion del extracto de yerba mate

1.2.1. Preparacion de capsulas

Como material encapsulante se utilizé alginato de sodio al 2% m/v (Sigma—Aldrich, USA),
el cual fue disuelto en el extracto de yerba obtenido. Se llevd a cabo la gelificacion por
goteo en una solucion de CaCl, al 0,05 M usando una bomba peristaltica Miniplus 3
(Gilson ®, Francia) a 45 rpm. Las capsulas permanecieron en la solucion de cloruro de
calcio 15 min, se filtraron y fueron lavadas con solucion Buffer acético/Acetato pH 5,5
(Deladino et al., 2008). A estas capsulas se las denomind Sistemas simples (SS). Los
Sistemas compuestos (SC) se obtuvieron a partir de mezclas de la solucién de alginato
descripta con almidon de maiz comercial (Maizena®) en diferentes concentraciones (0,1;
0,5;1; 2,5y 10% m/v).
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1.2.2. Eficiencia de encapsulacion (%EE)

La eficiencia de encapsulacion (%EE) de las diferentes formulaciones, fue calculada
mediante la siguiente ecuacion:

m

%EE = (mj *100 ®
Donde m,, corresponde a la masa de PT liberada en citrato, y m,, es la masa de PT
presente en el extracto en el cual se origind la formulacion. El valor de m,, se determino
disolviendo una cantidad conocida de capsulas en una solucién de citrato de sodio (5%
m/v) durante 2h, en un Orbit-Environ Shaker (Lab-Line Instruments, USA) a 37 °Cy 125
rpm. La masa de PT en ambos casos fue medida por el método de Folin-Ciocalteu
descripto en 1.1.2 y los resultados se expresaron como mg equivalentes de AcCl.

1.2.3. Caracterizacion de las capsulas

El contenido de humedad de las cépsulas fue determinado por el método gravimétrico,
secando en estufa de aire forzado a 65 °C hasta peso constante (Das et al., 2011). Para la
medicidn de ay se utilizé un equipo Aqualab Serie 3 TE (USA). La densidad aparente (pa),
fue calculada como el cociente entre la masa de una cantidad determinada de cépsulas y el
volumen ocupado por las mismas(Abdullah and Geldart, 1999).

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

fe = M &)
dmﬂx + dmz'n

Donde, Ay corresponde al valor del didmetro mas largo y Amin al didmetro perperdicular
al mismo , el factor de esfericidad comprende valores desde O para esferas perfectas y se
aproxima a la unidad para formas elongadas (Chan et al., 2009). Para la determinacion del
didmetro se tomaron fotografias de al menos 50 capsulas humedas, en forma aleatoria en
distintos ensayos mediante un estereomicroscopio Leica MZ 10F, con una camara Leica
DFC 490. Las medidas de los didmetros fueron realizadas usando el software analizador de
imagenes ImageJ. Las caracteristicas morfologicas de las microparticulas secas fueron
examinadas mediante microscopia electronica de barrido SEM (FEI, Quanta 200 con
fuente: Filamento de Tungsteno EDS marca EDAX, detector: Apollo 40).

1.2.4. Digestion in-vitro en fluido gastrico (HCI 0,1 M)

La cinética de liberacion de los compuestos polifendlicos, se realizod introduciendo una
cantidad conocida de capsulas en 25 ml de HCL 0,1 M. El ensayo se realiz6 en un Orbit -
Environ Shaker (Lab-Line Instruments, USA) a 37 © C y 125 rpm. En cada caso, se
tomaron alicuotas del sobrenadante en intervalos de tiempo durante 4 horas, determinando
el contenido de PT por el Método de Folin-Ciocalteu. A partir de estos datos se calculd el
porcentaje de liberacion de los polifenoles del extracto considerando la masa de PT a cada
tiempo respecto a la cantidad de compuesto activo total encapsulado.

1.3. Andlisis estadistico
El analisis estadistico fue realizado en el software Sigma Plot version 11.0. Se realizaron
analisis de varianza ANOVA, con un nivel de significancia del 95%.
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4. Resultados y discusion

1.4.  Comparacion de contenido de PT de las diferentes concentraciones de extracto de
yerba mate

El contenido de PT fue directamente proporcional a la concentracion de yerba mate en el
rango utilizado. Al calcular el rendimiento se obtuvieron concentraciones de entre 111-143
mg equiv AcCl/ g yerba, en todos los casos. De acuerdo al analisis de varianza realizado,
no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de yerba evaluadas
(p>0,05). Para la realizaciéon de los ensayos posteriores se us6 el extracto al 3 %,
equivalente a la concentracién usada en trabajos previos con extracto de yerba liofilizado
(Deladino et al., 2008).

1.5.  Obtencion de los encapsulados compuestos. Estudio de la relacion alginato de
sodio: almidon

Se compararon los porcentajes de eficiencia de encapsulacion del sistema simple (SS) y los
sistemas compuestos (SC) (figura 1). No se observaron diferencias significativas debido al
agregado de almidon en las concentraciones utilizadas, determinandose valores de
eficiencia de encapsulacion promedio del 56%.
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FIGURA 1. Comparacion de la eficiencia de carga de los diferentes sistemas de encapsulacion.

Los sistemas compuestos adicionados con almidén al 5 y al 10% (datos no mostrados), no
presentaron diferencias significativas con las demas concentraciones ensayadas, ademas
resultaron de dificil manipulacion debido a la alta viscosidad de las soluciones.

A partir de este ensayo, se seleccioné como sistema compuesto a las capsulas con 2% de
almidon, debido al interés de incorporar a futuro, almidones adicionados con minerales
permitiendo asi una mayor capacidad de inclusion de un segundo compuesto activo.

2.3. Caracterizacion de las capsulas

La figura 2 muestra las fotografias de ambos sistemas de encapsulacion. En ellas se
evidencia la presencia del almidon con la pérdida de la transparencia caracteristica de las
capsulas de alginato de calcio.
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FIGURA 2. Fotografias de un corte transversal de capsulas huimedas.

En las micrografias SEM se observo que las capsulas perdieron cierta esfericidad luego
del secado, dicho efecto fue méas marcado en el SS (Figura 3a). En el caso de los SC la
disposicion uniforme del almidén en la matriz encapsulante, constituye un refuerzo que
permite mayor conservacion de la forma durante el secado (Figura 3b).

WD
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FIGURA 3. Fotografias SEM de capsulas secas a) Sistemas simples y b) Sistemas compuestos.

Con respecto a las caracteristicas fisicas de los encapsulados, en la mayoria de los
parametros se observaron valores similares para ambos sistemas (Tabla 1).

TABLA 1. Caracterizacion de sistemas encapsulados

. s . Pa Humedad
Formulacion (mm) fe (e /cm3) Ay (%)

SS 3,70£0,29  0,01+0,09 0,78+0,03 0,98+0,00 96,66+0,13

SC 3,70£0,12 0,01+0,01 0,79+0,03 0,98+0,01 94,81+0,11

Chang et al., 2009, analizaron la influencia de las condiciones de operacion sobre las
caracteristicas morfoldgicas de las cépsulas. Estos autores hallaron que los sistemas se
pueden considerar esféricos para valores de fe menores que 0,05; por lo tanto las capsulas
obtenidas en el presente estudio correspondieron a un alto grado de esfericidad.
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2.3. Liberacion del extracto en fluido gastrico simulado. Cinéticas de liberacion

Se analiz6 la cinética de liberacion de los PT en el tiempo, para las formulaciones elegidas:
sistema simple (SS) y sistema compuesto con 2% de almidon (SC 2%), (figura 4). La
totalidad de los polifenoles se liberaron en un periodo de 4 horas de inmersion en fluido
gastrico simulado.
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FIGURA 4. Cinéticas de liberacion en fluido gastrico simulado para sistemas simples y compuestos.

En los primeros tiempos de la cinética (0-20 min) la velocidad de liberacion fue répida,
alcanzando un 45% del total de los PT. Luego, entre los 20-160 min la difusiéon fue
progresiva y finalmente se produjo un aumento significativo en el porcentaje de polifenoles
en el medio alcanzando liberacion de la masa total a los 240 min (figura 4).

No se hallaron diferencias significativas entre los perfiles de liberacion para las dos
formulaciones evaluadas. El agregado de almidon a la matriz de encapsulacion, a estas
concentraciones, permitiria la inclusion de un segundo compuesto activo sin modificar el
perfil de liberacion del compuesto activo contenido en las capsulas de alginato de calcio.
Asi, se podria pensar en la utilizacion de capsulas compuestas para el transporte de
distintos sistemas activos en el desarrollo de formulaciones de alimentos funcionales.
(Chan et al., 2011; Deladino et al., 2008; Harris et al., 2011).

5. Conclusiones

Se obtuvieron capsulas esféricas de alginato de calcio a partir de un extracto acuoso de
yerba mate con alto contenido de polifenoles. Se lograron eficiencias de 56% de
polifenoles totales tanto en capsulas de alginato de calcio como en las que contenian hasta
2% de almidon adicionado. Fue posible obtener un sistema encapsulante compuesto,
adicionando 2% de almidon sin modificar el perfil de liberacion respecto al sistema
control.
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