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RESUMEN

Los compuestos bioactivos como vitaminas, antioxidantes, aceites 
esenciales, enzimas, microorganismos benéfi cos, etc. pueden ser 
preservados por distintas técnicas de encapsulación. Estas tienen 
como propósito mantener su actividad por aislamiento total o 
parcial del entorno hasta su liberación en tiempo y lugar adecua-
dos. También la encapsulación es fuente de nuevos ingredientes 
con propiedades únicas, permite enmascarar o preservar aromas y 
sabores, reducir problemas de aglomeración y volatilidad de líqui-
dos, mejorando la dosifi cación de aditivos y por lo tanto la relación 
costo-efectividad. Los métodos que involucran al alginato de Na o 
K como precursor de la matriz encapsulante son la coacervación 
y la gelación iónica. Combinando ambos mecanismos, en nuestro 
laboratorio se ha estudiado la encapsulación de extractos de yerba 
mate (Ilex paraguariensis) en matrices de alginato de Ca con y sin 
recubrimiento de quitosano, para preservar sus características an-
tioxidantes. Se desarrollaron sistemas complejos con el agregado de 
carga (gránulos de almidón). Esto permitió aumentar la efi ciencia 
del contenido del compuesto activo y la modulación de su liberación 
en un sistema gastro-intestinal simulado.
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antioxidantes, liberación, yerba mate.
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ABSTRACT

The bioactive compounds such as vitamins, antioxidants, essential 
oils, enzymes, benefi cial microorganisms, etc., can be preserved by 
various encapsulation techniques. These are intended to maintain 
their activity for total or partial environment isolation until their 
release in suitable time and place. Encapsulation is also the source 
of new ingredients with unique properties; it allows masking or pre-
serving fl avors and aromas, and reducing agglomeration problems 
and liquids volatility, enhancing the additive dosage and therefore 
the cost-effectiveness relationship. The methods involving the Na 
or K alginate as precursor of the encapsulating matrix are: the 
coacervation and ionic gelation. Combining both mechanisms in 
our laboratory it has been studied the encapsulation of extracts 
of yerba mate (Ilex paraguariensis) in Ca alginate matrices with 
and without chitosan coating to preserve its antioxidant proper-
ties. Complex systems were developed with the aggregate loading 
(starch granules). This allowed increasing the content effi ciency 
of the active compound and modulating its release in a simulated 
gastro-intestinal system.

Keywords: functional foods, encapsulation, antioxidant extracts, 
release, yerba mate.

INTRODUCCIÓN

Los compuestos bioactivos como vi-
taminas, antioxidantes, aceites esenciales, 
enzimas, microorganismos benéfi cos, etc. 
pueden ser preservados por distintas técnicas 
de encapsulación. Estas tienen como propó-
sito mantener su actividad por aislamiento 
total o parcial del entorno hasta su liberación 
en tiempo y lugar adecuados (Borgogna 
et al., 2010; Champagne & Fustier, 2007). 
También la encapsulación es fuente de nue-
vos ingredientes con propiedades únicas, 
permite enmascarar o preservar aromas y 
sabores, reducir problemas de aglomeración 
y volatilidad de líquidos, mejorando así la 
dosifi cación de aditivos y por lo tanto la re-
lación costo-efectividad. Entre los vehículos 

usados para la encapsulación se destacan los 
polímeros naturales (almidones, quitosanos, 
alginatos, sueros lácteos, etc.). Existen varios 
métodos para obtener sistemas encapsulados 
por secado y enfriado spray, formación de 
liposomas, coacervación, gelación iónica, 
inclusión molecular, cocristalización, etc. La 
técnica más difundida y de aplicación a nivel 
industrial es el secado spray. Otros desarrollos 
para ampliar la escala de producción incluyen 
técnicas de emulsifi cación, mejoras en el 
sistema de extrusión con jeringas por aplica-
ción de chorros de aire, unidades eléctricas, 
de vibración o discos giratorios, siendo los 
más promisorios lo que involucran sistemas 
emulsionados (Gouin, 2004).
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Los métodos que involucran al alginato 
de Na o K como precursor de la matriz en-
capsulantes son la coacervación y la gelación 
iónica. Durante la coacervación compleja se 
produce la separación de fases de una emul-
sión o suspensión, que contiene el compuesto 
bioactivo, al combinarse el alginato con otro 
polímero de carga opuesta. Esto permite la 
formación de hidrogeles que incluyen el ma-
terial activo, lográndose altos rendimientos. 
Por este mecanismo se han obtenido sistemas 
con una o múltiples capas, que otorgaron 
características específi cas de permeabilidad 
y estabilidad a compuestos como aceites 
esenciales, aceites de pescado, vitaminas y 
enzimas, etc. La gelación iónica se produce 
por el entrecruzamiento de unidades de ácido 
urónico de distintas cadenas de alginato con 
cationes multivalentes (Ca+2, Zn+2, Fe+2/+3, 
Co+2, Ba+2, Al+3). Las cápsulas más utilizadas 
son las de alginato de Ca por su sencillez de 
preparación a escala de laboratorio, por extru-
sión o emulsifi cación, incluso en condiciones 
estériles. Son muy versátiles; virtualmente 
cualquier compuesto puede ser encapsulado 
con este sistema, ya sea hidrofóbico o hidro-
fílico, líquido o sólido.

La liberación controlada se defi ne como 
el mecanismo mediante el cual uno o más 
compuestos pueden dirigirse a un sitio espe-
cífi co, en un tiempo y velocidad modulada 
(Mastromatteo et al., 2010). Los mecanismos 
más importantes que regulan la velocidad 
de liberación de un compuesto activo son: 
difusión, hinchamiento, biodegradación/ 
erosión y presión osmótica. La relevancia de 
cada uno de ellos dependerá en gran medida 

de la composición de la matriz polimérica y 
del medio circundante, por lo que el agente 
activo puede ser liberado al medio por uno o 
por varios mecanismos actuando simultánea-
mente (Barba et al., 2009).

La yerba mate es una planta nativa de 
la región subtropical de América del Sur, 
consumida y producida principalmente en 
Argentina, el sur de Brasil, Uruguay y Para-
guay. En estos países se ingiere como bebida 
en proporciones de más de un litro por día 
por millones de personas, como mate, mate 
cocido o tereré. Esta planta contiene una gran 
variedad de compuestos bioactivos capaces 
de actuar frente a reacciones de estrés oxida-
tivo, implicadas en el desarrollo de diversas 
enfermedades (Bracesco et al., 2011). Actual-
mente el uso de antioxidantes naturales es de 
gran interés para el desarrollo de alimentos 
con propiedades especiales. Sin embargo, 
debido a la inestabilidad química y física de 
estos compuestos, su aplicación directa en 
alimentos es limitada. A través de diferentes 
técnicas de encapsulación se ha logrado con-
servar antioxidantes de origen natural como 
ingrediente funcional activo (Deladino et al., 
2008; Fang & Bhandari, 2010).

Los objetivos de este trabajo fueron eva-
luar distintas formas de encapsular extractos 
antioxidantes de yerba mate; en matrices de 
alginato de calcio, alginato de calcio con re-
cubrimiento de quitosano y almidón-alginato 
de calcio, estudiar las características morfoló-
gicas de los sistemas y analizar el mecanismo 
y la cinética de liberación de los polifenoles 
en sistemas modelo gastro-intestinales.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Preparación de las cápsulas

Para la obtención de las cápsulas de algi-
nato de calcio se preparó un extracto acuoso 
de yerba mate al 3 % p/v y se mezcló con 
alginato de sodio al 2% p/v (Sigma–Aldrich, 
EE.UU). Las cápsulas se obtuvieron mediante 
gelifi cación iónica por goteo en una solución 
de CaCl2 al 0,05 M usando una bomba peris-
táltica Minipuls 3 (Gilson®, Francia). Los 
geles permanecieron en la solución de CaCl2 
15 min, se fi ltraron y fueron lavados con 
solución buffer acético/acetato pH 5.5 para 
eliminar el exceso de iones calcio (Deladino 
et al., 2008). Las cápsulas de alginato de 
calcio así obtenidas, se denominarán sistemas 
simples (SS).

Así mismo, se obtuvieron dos tipos de 
sistemas compuestos:

Las cápsulas con recubrimiento de quito-
sano (SSQ) se obtuvieron sumergiendo parte 
de las cápsulas de alginato de calcio en una 
solución de quitosano 0,5% p/v durante 30 
min para formar una capa externa adicional. 

Las cápsulas con relleno de almidón 
(SSA) se prepararon adicionando a la solu-
ción de alginato de calcio y extracto, almidón 
de maíz comercial (Maizena®) al 2% p/v.

Todas las cápsulas se secaron en estufa 
de convección forzada a 65°C durante 3 hs. 

La efi ciencia de la encapsulación de los 
antioxidantes de yerba mate se determinó 
mediante la destrucción de una cantidad cono-
cida de cápsulas con citrato de sodio 5% p/v y 
la posterior determinación de polifenoles to-
tales mediante el método de Folin-Ciocalteau 
(Schlesier et al., 2002).

Caracterización de las cápsulas

El análisis morfológico de los encapsu-
lados se realizó mediante microscopía SEM 
en un equipo FEI-Quanta 200 (Holanda). Las 
muestras se metalizaron con una capa de oro 
y se examinaron empleando un voltaje de 
aceleración de 20 kV. 

La distribución de tamaño de poro en los 
sistemas encapsulados se analizó mediante 
porosimetría de intrusión de mercurio (PIM) 
en un equipo Pascal 440 Thermo Fisher. La 
presión máxima de Hg aplicada a las muestras 
fue de 400 MPa. El tratamiento de los datos 
experimentales fue realizado mediante la 
ecuación de Wasburn (1921).

Cinética de liberación de polifenoles en 
sistemas modelo

Con el objetivo de simular el pasaje por 
el tracto digestivo se prepararon las siguientes 
soluciones:

Fluido gástrico simulado (FGS): Para 
simular este fl uido se empleó HCl, (Anedra, 
Argentina) el cual se preparó en una concen-
tración de 0,1 M (pH 2).

Fluido intestinal simulado (FIS): Este 
fl uido se simuló a través del buffer Sorensen´s 
fosfato, formado por la mezcla de dos solu-
ciones: KH2PO4 y Na2HPO4*2 H2O, para dar 
una solución fi nal de pH=7,4. Para el ensayo 
se colocaron en un erlenmeyer 40 cápsulas 
de cada tipo, en 100 ml de fl uido gástrico 
simulado, en un agitador orbital a 37°C y 
180 rpm durante 3 hs. Luego de este perío-
do, se fi ltraron las cápsulas (aún íntegras) y 
se trasvasaron a 100 ml de fl uido intestinal 
simulado, donde también permanecieron un 
tiempo de 3 hs. Una cantidad conocida de 
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cápsulas se introdujo en un volumen de medio 
y permanecieron en un agitador orbital. Se 
tomaron alícuotas del sobrenadante a dife-
rentes tiempos. Se cuantifi có la fracción de 
polifenoles liberada a cada tiempo t respecto 
de la masa inicial de polifenoles encapsulada. 

La masa inicial de polifenoles se deter-
minó desintegrando la misma cantidad de 
cápsulas empleadas en el ensayo de libera-
ción en una solución de citrato de sodio (5% 
p/v). El contenido de polifenoles en todos 
los casos fue medido mediante el reactivo de 
Folin-Ciocalteu.

Por otro lado, para el estudio de la cinéti-
ca de cambio de masa de las cápsulas durante 
la inmersión en FGS se llevó a cabo un ensayo 
equivalente al descripto anteriormente. Se 
prepararon varios tubos con igual masa de 
cápsulas y volumen de medio. A diferentes 

tiempos se seleccionó un tubo al azar, las 
cápsulas se fi ltraron, se secaron con papel 
Whatman No 1 y se pesaron. El porcentaje 
de cambio de masa fue calculado mediante la 
siguiente ecuación:

100*(%)
0

0
⎟⎟⎠

⎞
⎜⎜⎝

⎛ −
=Δ

W
WW

W t  (ecuación 1)

Donde Wt representa la masa (g) de las 
cápsulas en el tiempo t y W0 la masa (g) de 
cápsulas introducidas inicialmente. Todos 
los ensayos fueron realizados por triplicado.

Análisis estadístico

El análisis estadístico fue realizado en 
el software Sigma Plot versión 11.0. Se rea-
lizaron análisis de varianza, con un nivel de 
signifi cancia del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se obtuvieron cápsulas de alginato de 
calcio conteniendo extracto de yerba mate con 
una efi ciencia de carga del 55% y de 48% para 
las cápsulas con recubrimiento de quitosano. 
Esta disminución se atribuyó al método de 
preparación principalmente y a la microes-
tructura del sistema. La incorporación de 
almidón al 2% p/v mejoró signifi cativamente 
la capacidad de carga alcanzando valores de 
efi ciencia del 65 %.

Las micrografías SEM obtenidas para las 
cápsulas de alginato control, con recubrimien-
to de quitosano y con agregado de almidón se 
muestran en la fi gura 1.

a b c

Figura 1. Micrografías SEM para cápsulas de alginato (a), 
alginato-quitosano (b) y alginato con relleno de almidón (c).
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Se observó que las cápsulas con quitosa-
no eran más irregulares y aplanadas luego del 
secado (fi gura 1b). Las cápsulas con almidón 
al 2 % (fi gura 1c), mantuvieron cierto grado 
de esfericidad; la distribución de los gránulos 
tanto en el exterior como en el interior de la 
matriz fue homogénea.

La porosidad es la relación entre los 
huecos o el volumen intersticial de una 
material y su masa. Los espacios o huecos 
comprenden hoyos y canales dentro de un 
material lo cual crea una superfi cie interna. 
En el caso de los encapsulados estudiados, 
la observación de la distribución y tamaño 
de poros puede estar relacionada con la ve-
locidad y el mecanismo mediante el cual se 
libera el compuesto activo. 

En las cápsulas secas, con y sin recu-
brimiento de quitosano, los poros mostraron 
diámetros comprendidos entre 10 y 1000 
nm. Las cápsulas recubiertas con quitosano 
tuvieron una pequeña proporción de poros 
con diámetros mayores (entre 1000 y 10000 
nm) con respecto a las cápsulas de alginato. 
Este hecho podría estar relacionado con 
lo hallado mediante fotografías SEM de 
cápsulas secas en las que se han observado 
rajaduras o canales en la superfi cie de di-
chas cápsulas, lo cual posiblemente derive 
en un mayor tamaño de poro detectado por 
porosimetría. Otros autores han informado 
valores de tamaño de poro de cápsulas de 
alginato de entre 5 y 200 nm ((George & 
Abraham, 2006).

En la fi gura 2 se observa la distribu-
ción de tamaño de poro para las cápsulas 
de alginato con y sin agregado de relleno 
de almidón.

Figura 2. Distribución de tamaños de poro para las cápsulas 
de alginato sin (SS) y con (SCA) agregado de almidón de 
relleno. Eje principal: Volumen acumulado de poros (Gráfi co 
de líneas), Eje secundario: dV/d Log D (Gráfi co de barras). 

Se obtuvo un tamaño de poro promedio 
de 100 nm, para los sistemas con y sin relleno 
de almidón. Las cápsulas de alginato de calcio 
resultaron más porosas que las que conte-
nían almidón al 2%. El agregado de relleno 
modifi có el perfi l de distribución de poros 
generando una disminución del volumen 
acumulado de poros, principalmente entre los 
5-50 nm. Este comportamiento fue atribuido 
a la distribución de almidón en el interior de 
la matriz como se pudo observar en las foto-
grafías SEM (Figura 1), el cual difi cultaría el 
ingreso de mercurio en el ensayo debido a que 
aumenta la tortuosidad del sistema. 

Liberación en sistemas simulados in 
vitro

El extracto de yerba mate fue liberado 
casi en su totalidad en el estómago; en el 
fl uido intestinal liberado los valores obteni-
dos fueron del 15% aproximadamente para 
cápsulas húmedas. En las fi guras. 3 y 4 se 
muestran las curvas de liberación del extracto 
en fl uido gástrico simulado. 
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Figura 3. Porcentaje de extracto liberado para cápsulas de 
alginato control húmedas (SS) y para cápsulas con quitosano 
húmedas (SCQ). 

Se observa en las fi guras 3 y 4 que los 
sistemas secos liberan el contenido del com-
puesto activo más rápidamente, indicando 
el cambio de mecanismo en ambas condi-
ciones físicas. Durante el proceso de secado 
los compuestos activos, solubles en agua, se 
desplazan hacia la superfi cie, se acumulan y 
son liberados más rápidamente.

Figura 4. Porcentaje de extracto liberado para cápsulas de 
alginato control secas (SS) y para cápsulas con quitosano 
secas (SCQ).  

La cinética de liberación de polifenoles 
en FGS para las cápsulas secas con y sin 
agregado de relleno se muestra en la fi gura 
5. Al comparar todos los sistemas secos, se 
observa que la liberación 50% de los polife-
noles totales se produce en un tiempo entre 
5-10 min para las cápsulas control de algi-
nato y con recubrimiento de quitosano; sin 
embargo, para las cápsulas con relleno de 

almidón fueron necesarios 25 min para liberar 
dicho porcentaje (fi gura 3, 4 y 5). A tiempos 
mayores, la cantidad de polifenoles totales 
liberada continuó en ascenso pero a menor 
velocidad, siendo este efecto más notorio en 
las cápsulas con almidón, el cual disminuyó 
sustancialmente la cinética de liberación. Este 
efecto modulador puede explicarse teniendo 
en cuenta el estudio de las características 
microestructurales discutidas anteriormente. 

En este sistema, el almidón actúa como 
material de relleno reforzando la estructura y 
ocupando parcialmente los espacios internos 
de la matriz, disminuyendo así la porosidad 
del sistema. Los gránulos de almidón disper-
sos en la matriz actúan como barrera al fl ujo 
de solvente conduciendo sus moléculas a tra-
vés de un camino tortuoso, que hace más lenta 
la liberación de compuesto activo (fi gura 5).

Figura 5. Cinética de liberación de polifenoles en FGS para 
cápsulas secas SS y SCA.

El mismo efecto ha sido observado por 
otros autores con el agregado de rellenos 
inertes como bentonita, silicatos, celulosa, 
entre otros (Gal & Nussinovitch, 2007; Put-
tipipatkhachorn et al., 2005; Rassis et al., 
2002; Sultana et al., 2000).

Como los sistemas con quitosano no 
produjeron ventajas en la modulación para la 
liberación de los compuestos activos, el análi-



25

sis de los perfi les de cinéticos para determinar 
los mecanismos predominantes solamente se 
realizó con los sistemas control y con relleno 
de almidón. Para ello se aplicó el modelo de 
Peppas and Sahlin (1989) (2): 

m
r

m
d

t tktk
m
m ⋅

∞

⋅+⋅= 2     (ecuación 2)

La constante kd, representa la contribución 
difusional, mientras que el segundo término, kr, 
representa la contribución de la relajación del 
caso II, del modelo de Korsmeyer y Peppas. 
Los parámetros del modelo fueron calculados 
mediante el software DDSolver (Murúa-
Pagola et al., 2009). El nivel de ajuste de los 
datos a cada ecuación, se evaluó tomando 
como referencia los valores R2 corregido y la 
distribución de los residuos entre los valores 
medidos y los estimados en cada caso.

El modelo de Peppas y Sahlin ajustó 
satisfactoriamente la cinética de liberación 
de ambos tipos de cápsulas. Se obtuvo una 
buena distribución de residuos y un valor de 
R2 corregido óptimo (tabla 1). Este modelo 
tiene en cuenta como mecanismos de libe-
ración predominantes un acoplamiento de 
la difusión y la relajación macromolecular 
(Peppas & Sahlin, 1989)

Tabla 1
Parámetros cinéticos obtenidos para cápsulas secas

Sistema Parámetros cinéticos
R2 

corregido
Distribución 
de residuos

Modelo difusión-relajación (Peppas y Sahlin)

kd kr m

SS 45,74c 0,60 0,18 0,98 Buena

SCA 23,16 4,91 0,18 0,96 Buena

Si bien, para ambos sistemas se observa 
una contribución del mecanismo de relajación 

a la liberación, este resultó insignifi cante en 
relación al aporte difusivo (kd >> kr) (tabla 1). 
Así mismo, el valor de kd resultó mayor para 
el sistema simple, indicando una velocidad 
de liberación mayor como se mencionó an-
teriormente.

Respecto al comportamiento de cambio 
de masa en FGS, valores de % ΔW>0, corres-
ponden a fenómenos de hinchamiento y % 
ΔW<0 a mecanismos de erosión (Wang et al., 
2010). Los resultados obtenidos se muestran 
en la fi gura 6.

En el caso de los encapsulados obtenidos, 
el mecanismo predominante durante la in-
mersión en FGS, fue el hinchamiento (fi gura 
6). Ambos sistemas SS y SCA, aumentaron 
su masa alrededor de un 150% con respecto 
al valor inicial en un tiempo de inmersión en 
FGS de 240 min.

Figura 6. Cinética de hinchamiento de cápsulas secas

El mayor hinchamiento se alcanzó en los 
primeros tiempos de ensayo (0-10 min). Estos 
resultados correlacionan con lo observado en 
el perfi l de liberación de los sistemas (fi gura 
5), siendo el porcentaje liberado de PT mayor 
al 30% en este mismo intervalo de tiempo. 
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De acuerdo a los resultados obtenidos, 
los encapsulados desarrollados en este traba-
jo, necesitan de una hidratación previa para 
que el compuesto activo comience a difundir 
hacia el medio. Las cápsulas secas poseen 
una matriz en estado vítreo (Tg= 55°C), con-

dición en la cual existe muy baja movilidad 
de las moléculas. Por lo tanto, es necesario 
la plastifi cación y/o relajación de las cadenas 
poliméricas para que el compuesto activo 
pueda difundir dentro de la matriz (Brazel & 
Peppas, 2000; Peppas & Khare, 1993). 

CONCLUSIONES

Se obtuvieron tres sistemas de encap-
sulación con base de alginato de calcio. La 
inmersión de las cápsulas en FGS no modifi có 
el contenido de polifenoles encapsulado. El 
recubrimiento con quitosano no incrementó 
la protección obtenida con el sistema con-
trol. El agregado de almidón a la matriz de 
alginato de calcio mejoró la efi ciencia de 
carga de polifenoles de la yerba mate. La 
incorporación de almidón permitió obtener 

matrices menos porosas con respecto a las 
de alginato de calcio y con recubrimiento de 
quitosano. Como consecuencia, disminuyó 
la velocidad de liberación de los polifenoles 
de yerba mate permitiendo una liberación en 
forma modulada. 

Se comprobó que los mecanismos invo-
lucrados fueron la difusión e hinchamiento 
simultáneos.
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