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Resumen: Se evalud el alginato de sodio como material encapsulante del aceite esencial
de orégano, aplicando la técnica de gelificacion i6nica del alginato de sodio y calcio.
Se estudié mediante un disefio bifactorial, en el cual se adoptaron dos niveles para
la distancia de caida y para los tiempos de retencién en los procesos de elaboracién.
El aceite esencial se obtuvo de orégano seco de la variedad Origanum majorana,
empleando un aparato de tipo Clevenger. La liberacién del aceite esencial en agua se
cuantificé mediante polifenoles totales determinados espectrofotométricamente segun
el procedimiento de Folin-Ciocalteau. La evaluacién de alginato de sodio como material
encapsulante indicé que las cdpsulas con mayor contenido de aceite esencial fueron las
obtenidas por proceso de mayor distancia y menor tiempo de retencién. Se concluyd
qué alginato de sodio es adecuado para formar capsulas de aceite esencial de orégano y
podrian incluirse en productos alimenticios.

Palabras clave: Orégano, Aceite esencial, Cdpsula, Alginato, Polifenoles, Liberacién.
Abstract: Alginate capsules for protecting polyphenols present in oregano essential
oil Sodium alginate was evaluated as an encapsulating material of oregano essential
oil, applying the ionic gelation technique of sodium and calcium alginate. It was
studied through a bifactorial design, in which two levels were adopted for the distance
of fall and for the retention times in the elaboration processes. The essential oil
was obtained from dehydrated oregano of the Origanum majorana variety, using a
Clevenger type apparatus. The release of the essential oil in water was quantified
by spectrophotometrically determined total polyphenols according to the Folin-
Ciocalteau procedure. The evaluating sodium alginate as encapsulant material indicated
that capsules with higher content of essential oil were obtained by process a greater
distance and shorter retention time. It was concluded which sodium alginate is suitable
for constituting oregano essential oil capsules and could be included in food products.
Keywords: Oregano, Essential oil, Capsule, Alginate, Polyphenols, Release.

Resumo: Cépsulas de alginato para a protecio de polifendis presentes no Sleo essencial
de orégano O alginato de sédio foi avaliado como material encapsulante do dleo
essencial de orégano, aplicando a técnica de gelificagio idnica do alginato de sédio
¢ célcio. Foi estudado usando um desenho de dois fatores, no qual foram adotados
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dois niveis para a distAncia de queda ¢ para os tempos de retengio nos processos
de elaboragio. O 6leo essencial foi obtido de orégano seco da variedade Origanum
majorana, utilizando um aparelho de tipo Clevenger. A liberagio do Sleo essencial em
dgua foi quantificada por polifendis totais determinados espectrofotometricamente de
acordo com o procedimento de Folin- Ciocalteau. A avaliagio do alginato de sédio como
material encapsulante indicou que as cdpsulas com maior teor de 6leo essencial foram as
obtidas pelo processo de maior distAncia e menor tempo de retengio. Concluiu-se que o
alginato de s6dio ¢ adequado para a formacio de cdpsulas de dleo essencial de orégano e
pode ser incluido em produtos alimenticios.

Palavras-chave: Orégano, Oleo essencial, Cépsula, Alginato, Polifendis, Liberagio.
I. Introduccién

La encapsulacién es una técnica en la que se retienen gotitas de un
compuesto de interés en una matriz de encapsulacién disenada para
proteger y permitir la liberacién del compuesto en diferentes momentos,
condiciones o zonas del tracto digestivo (Champagne y Fustier, 2007).
Consiste en la preparacién de una emulsiéon que depende de ciertos
pardmetros, tales como la fase volumétrica dispersa, el contenido de
solidos totales y la proporciéon de material de la pared, los cuales
influyen sobre las caracteristicas y propiedades funcionales de las cdpsulas.
Asumiendo como objetivo aislar el material del nucleo de los efectos
deteriorantes del oxigeno, retardar la evaporacion de un nicleo volatil,
controlar la velocidad a la que deja la cdpsula, mejorar las propiedades
de manejo de un material pegajoso, enmascarar el sabor o el olor del
nucleo, aislar un nucleo reactivo del ataque quimico y, finalmente, diluir
el material del nicleo cuando deberia usarse en cantidades muy pequenas
(Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui et al., 2007). El alginato es un
hidrocoloide adecuado para la encapsulacién por ser biocompatible,
no tdxico y degradable. Entre las sales de alginato més empleadas se
han encontrado la de sodio, debido a su alta solubilidad en agua fria
y caracteristica transicién sol-gel de forma instantdnea e irreversible
ante el i6n calcio (Funami et al., 2009). Posee propiedades gelificantes,
estabilizantes y espesantes, razones por las cuales ha sido de gran interés
para la industria alimentaria. La encapsulacién con alginato de sodio
se conoce como gelificacién idnica, donde el alginato se usa como
un material encapsulante que, al contacto con una solucién de catién
divalente o polivalente, forma un hidrogel al instante. Esta facilidad
de produccién permite tener una técnica de encapsulado con buenas
perspectivas de aplicacién industrial, no solo por el bajo costo de los
materiales formadores de hidrogel, sino, ademds, por las minimas pérdidas
durante la gelificacién i6nica una vez establecidas las mejores condiciones
de proceso.

Los alimentos vegetales y sus aceites esenciales son uno de los
principales grupos de alimentos que tienen efecto antioxidante; son
compuestos voldtiles naturales con un fuerte olor, formado por plantas
aromdticas como metabolitos secundarios. Desde la Edad Media se
han usado ampliamente para aplicaciones antimicrobianas, medicinales
y cosméticas, en especial hoy en dia son utilizados por las industrias
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farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola y alimentaria (Guimaries et
al., 2010; Bozin et al., 2006; Celiktas et al., 2007). Tradicionalmente el
orégano se ha consumido como una especia; sin embargo, recientemente
hay mds interés en otros usos potenciales, particularmente como el aceite
esencial, que ha demostrado ser un buen agente antioxidante.

Informes relacionados con O. vulgare (Pizzale et al, 2002) han
asociado el contenido de compuestos fendlicos con la actividad
antioxidante. Lagouri et al. (1993) publicaron una investigacién sobre
actividades antioxidantes de aceites esenciales de diversas plantas
aromaticas, donde demostraron que el aceite esencial de orégano, rico
en timol y carvacrol, tenfa un considerable efecto antioxidante en el
proceso de oxidacién de la manteca. La encapsulacion de aceites esenciales
se constituye en una tecnologia interesante utilizada en la industria
de alimentos, al prevenir su volatilizacién y extender la vida util de
estos componentes bioldgicos (Gonzales-Molina et al., 2010). El objetivo
de este estudio fue la evaluacién del alginato de sodio como material
encapsulante del aceite esencial de orégano con el fin de proteger los
polifenoles presente.

II. Materiales y métodos
IL1. Aceite esencial de orégano

Extraccion

La materia prima utilizada fue orégano seco de la variedad conocida
como Origanum x majoricum, obtenida de la cosecha del cultivo en el
distrito de Gualeguaychd, provincia de Entre Rios en Argentina.

El accite esencial de orégano (aco) fue extraido de las partes aéreas
(hojas) de las plantas seleccionadas por el método de hidrodesatilacién,
usando un aparato de tipo Clevenger (Dadalioglu y Evrendilek, 2004).
La mezcla de agua-aceite se recogié en un embudo de separacién, se
centrifugd, se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se almacené en
recipientes de vidrio sellados cubiertos con papel de aluminio a 4 °C hasta
su uso.

I1.2. Encapsulacion del aceite esencial de orégano

Formacién de cdpsulas

El agente de encapsulacion utilizado fue una solucién acuosa de
alginato de sodio al 1 % (p/v) (BioChemica, Reino Unido). Las cépsulas
se elaboraron utilizando la técnica de gelificacién idnica de alginato de
sodio y cloruro de calcio, por el método de goteo por gravedad (Deladino
etal,, 2008). Las cdpsulas se obtuvieron mezclando, mediante un agitador
magnético, el aceite esencial de orégano (componente activo, ca) con la
solucién acuosa de alginato de sodio (3 % v/v). Una vez homogencizada,
la solucién de alginato se dejo caer desde una bureta a 50 ml de solucién
de cloruro de calcio (0,05 M). Las cipsulas formadas se mantuvieron en
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la solucién de cloruro de calcio, con el propésito de fortalecer la pared de
la cdpsula. Luego, se filtraron a través de un papel

Whatman n.o 1y se lavaron con solucién tampén (acetato acético, pH
5,5) para eliminar el exceso de iones en la superficie.

11.3. Disenio experimental

Para analizar el efecto de las variables de produccién (tiempo de retencién
y distancia de caida) en la liberacién del aceite esencial de orégano (ca)
encapsulado, se establecié un disefio factorial 22. Se adoptaron dos niveles
para la distancia de caida (10-20 cm) y dos para el tiempo de retenciéon
en la solucién de cloruro de calcio (5-15 min). De las combinaciones de
los niveles de variables independientes, se obtuvieron cuatro procesos de

trabajo (Tabla 1).

_ Variables de procesos
Procesos estudiados - - - - .
Tiempo de retencion (minutos) | Distanciade caida(cm)
P1 5(-1) 10(-1)
P2 5(-1) 20(+1)
P3 15(:1) 10(-1)
P4 15(+1) 20(+1)
Tabla 1

Procesos probados y niveles codificados para el tiempo de retencién y la distancia de caida

I1.4. Secado de la cipsula

Las cdpsulas se secaron en una estufa de conveccién forzada a dos
temperaturas (35 °C y 65 °C), hasta peso constante. Las capsulas secas se
envasaron en recipientes sellados, se envolvieron en papel de aluminio y
se almacenaron en un desecador por 48 hs, para luego ser analizadas.

IL.S. Caracterizacion de capsulas

Contenido de humedad: se midié el método gravimétrico, en estufaa 105
°C hasta peso constante (aoac, 1998).

Actividad de agua (aw): utilizando el método higrométrico en el equipo
HygroLab 2 (Rotronic, Alemania) a 25 °C.

Didmetro: se midié utilizando un micrémetro manual digital de 0-25
mm + 0.001 mm (Time, Argentina).

Contenido total de polifenoles: se disolvié una cantidad conocida de
cépsulas en citrato de sodio (5 % p/v) durante 3 hs en un agitador Orbit-
Environ (Lab- Line Instruments, ec.uu.) a 37 °C y 125 rpm. El citrato de
sodio actia como un

quelante al disgregar por completo el gel de alginato de calcio (Draget,
2009). El contenido de polifenoles totales se cuantificé utilizando
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el método de Folin- Ciocalteau, midiendo la absorbancia en un
espectrofotémetro UV/Visible (Libra $22) a 765 nm (Dambolena et al.,
2009). La concentracién expresada como meq de 4cido gélico/ml de aco.

11.6. Eficiencia de encapsulacion

Para determinar el contenido de aceite superficial se procedié a pesar 0.5
g de cépsulas, colocindolas en un tubo de ensayo, con 4 ml de hexano,
como solvente de extracciény 1 ml agua. Mediante agitacion en un vortex
por 15 min. Posteriormente fueron centrifugadas por 10 min en un tubo
graduado cuantificando el sobrenadante. Para cuantificar el aceite interno
se disolverdn las cdpsulas en una solucién de citrato de sodio al 5 %,
usando agitador magnético a 37 °C y durante 3 horas. La cantidad de
aceite esencial se determinard midiendo la cantidad de polifenoles en la
solucién de citrato de sodio por la técnica de Folin- Ciocalteu.

IL.7. Liberacion de aceite esencial de orégano

La técnica seleccionada para determinar la liberacidn del ca fue mediante
hinchamiento; se realizé con el propdsito de evaluar el dano o degradacién
que puede ocurrir en la cdpsula, quedando expuesta en algin sistema
con alto contenido de humedad. Este mecanismo consiste en colocar las
cépsulas en un medio termodindmicamente compatible, en este caso agua
destilada, donde el polimero se hincha debido ala adsorcién del medioy el
ca puede difundirse a través de la zona de la matriz que ha experimentado
hinchamiento (Deladino et al., 2008). El ensayo se llevé a cabo con un
1 gramo de cépsulas, obtenidas en los diferentes procesos, las cuales se
sumergieron en diferentes tubos de ensayo que contenfan 5 ml de agua
destilada con agitacién contintia a temperatura ambiente durante 48 hs.
El ensayo se realizd por quintuplicado para cada uno de los procesos.

El porcentaje de liberacion del aceite esencial de orégano se calculé a
partir de la concentracién de polifenoles cuantificada por la técnica de
Folin-Ciocalteu, descrita previamente en las capsulas, usando la ecuacion:

Liberacion AEQ (%)= % = 100

donde C48 corresponde a polifenoles totales liberados a las 48 hs y Cc
corresponde a polifenoles totales encapsulados empleado en formulacién
de las capsulas.

II1. Analisis estadistico

El software InfoStat versién 2008 (Di Rienzo et al., 2011) se utilizé para
todos los andlisis estadisticos. El andlisis de varianza (anova) y el andlisis

301



Ciencia, Docencia y Tecnologia, 2019, vol. 30, num. 59, Julio-Diciembre, ISSN: 0327-5566 / 1851-1716

de regresion se aplicaron con un nivel de significancia de 0,05. Se utilizé
la prueba de Fisher (Isd Fisher) para comparar medias.

IV. Resultados y discusion
IV.1. Encapsulacion del aceite esencial de orégano

Cépsulas de secado

La temperatura de secado seleccionada fue a 65 °C, porque mantuvo
la forma esférica de las capsulas, teniendo en cuenta que las temperaturas
més altas del aire aceleran la velocidad de secado de las mismas,
promoviendo una formacidn rdpida de la corteza; asi se proporciona
una membrana firme alrededor de las particulas, evitando una mayor
lixiviacién del aceite. Las curvas de secado mostraron tiempos entre 70
a 100 minutos (Figura 1). Las cépsulas obtenidas por los procesos P1,
P2 y P4 tenian un contenido de humedad inicial mayor que las cdpsulas
obtenidas por el proceso P3, a su vez, en las cdpsulas obtenidas por el
proceso P1 el contenido de humedad siempre fue mas alto a lo largo
de la curva, mostrando el tiempo mas largo para alcanzar equilibrio. Un
material de pared debe tener perfiles de secado adecuados para lograr una
rdpida formacion de una pared densa y una buena proteccion del nicleo
(Gharsallaoui et al., 2007).
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Figura 1

Secado de curvas a 65 °C de cépsulas de alginato con
oca para los diferentes procesos (P1; P2 ; P3 ; P4)

IV.2. Caracterizacién

El contenido de humedad, la actividad del agua y el didmetro de las
cépsulas con aceite esencial de orégano, obtenidas en los diferentes
procesos estudiados se muestran en la Tabla 2.
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Procesos Humedad (%) aw(25°C)" Diametro(mm)*
P1 5,87:0,19¢ 0,.760:0,041* 0.786+0,061*
P2 6,72+0,38% 0,568+0,088* 0.722+0,021*
P3 7264059 0.630+0,084* 0.842+0,037*
P4 9.18£0.212 0,599+0,092 0.784+),045:

Valores promedios £ es.m. Los promedios con la misma letra no son diferentes significativamente

(p=0,05]" n=5""

n=10.

Tabla2

Valores de humedad, actividad de agua y didmetro de capsulas con aceite esencial de orégano

Los valores del contenido de humedad son superiores al 5 %, con
diferencias significativas (p<0.05) entre los procesos, son valores similares
a los reportados para cépsulas de alginato (Herndndez Dévila, 2015). Al
mismo tiempo, el contenido de humedad de las capsulas se encuentra
cerca de las especificaciones de humedad minima para polvo seco en la
industria alimentaria que estd entre 3 y 4 g/100 g de agua (Klaypradit,
y Huang, 2008, Huang et al., 2014). El valor més alto del contenido
de humedad fue para los niveles més altos de ambas variables (tiempo-
distancia), mientras que los contenidos de humedades de los procesos P2
y P3, y los procesos P1 y P2 no fueron significativamente diferentes (p>
0,05 ), siendo el valor més bajo para las capsulas obtenidas por el proceso
de menor tiempo de retencidn y menor distancia (P1). Los procesos no
fueron significativamente influyentes (p>0,05) en el valor de la actividad
del agua y el didmetro de las cdpsulas (Tabla 2). Los valores de actividad
de agua son mds altos que los reportados para cépsulas de caseinato de
sodio (aw: entre 0,091y 0,153) (Gonzilez Montes, 2012) y los reportados
para cdpsulas de alginato de sodio secas de extractos liofilizados de yerba
mate inmersos por 15 minutos en quitosano (0,330 + 0,009) (Deladino
et al., 2008). Los valores de didmetro de las cdpsulas con aceite esencial
de orégano fueron mayores que los tamanos informados para las capsulas
de alginato con aceite esencial de orégano y para las cdpsulas de aceite de
salvia (Garcia, 2015).

1V.3. Contenido total de polifenoles en cpsulas

El contenido total de polifenoles en las cdpsulas refleja la cantidad de
aceite esencial de orégano dentro de las cdpsulas y el grado en que la
matriz puede evitar la difusién de material interno a través de la pared
(Fuentes-Ortega et al., 2017). La Tabla 3 muestra las concentraciones de
polifenoles presentes (meq de 4cido gilico/mL de aco) en las cdpsulas,
donde se observé que hay una diferencia significativa entre los diferentes
procesos (p<0,05). Los resultados muestran que un aumento en el tiempo
de retencion ala misma distancia de caida, la concentracion de polifenoles
presente en las cdpsulas disminuye significativamente. En cambio, si se
mantiene constante el tiempo de retencién y se aumenta la distancia
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de caida tienen comportamientos diferentes, en el tiempo de retencién
mds corto, a mayor distancia de caida produce cdpsulas con una mayor
concentracion de polifenoles, es decir, mas aceite esencial de orégano. Esto
podria deberse a que se forma un gel més fuerte que retiene més el ca. Por
otro lado, a un mayor tiempo de retencidn, el aumento en la distancia de
caida provoca una disminucién en la concentracion de polifenoles, siendo
el proceso que forma las capsulas con la menor cantidad de aceite esencial.

Procesos Cnnt.er.lidn d.e_pnlifenules Liberacion en el agua (%)
(meq de acido gallcn / mLde AED)
F1 0,403%0,01" 0,85+0,22¢
P2 0,490+0,06* 3,60+0,69%
F3 0364003 6,08+1,66"
P4 0,326+0,03¢ 4,24+1,08*

Valores promedios £ e.sm. Los promedios con la misma letra no son diferentes significativamente

(= 0.05). n=5.

Tabla 3

Concentraciones de polifenoles en cdpsulas y valores del porcentaje
de liberacion del aceite esencial de orégano de las cdpsulas en agua

1V.4. Eficiencia de encapsulacion

En la Figura 2 se observan los resultados para porcentaje de eficiencia de
encapsulacion en los distintos procesos estudiados. Donde se observan los
valores mas altos de %EE corresponden a los procesos de menor distancia
de goteo, siendo el de mayor valor el de més tiempo de retencién en
la solucién de cloruro de calcio. Por otro lado, los valores més bajos de
eficiencia corresponden a los de mayor distancia de goteo, los cuales no
presentaron diferencia significativa (p > 0,05). Los resultados muestran
que cuando la distancia de goteo es mayor, el tiempo de retencién no es un
factor influyente en la eficiencia de escapulado, pero no es conveniente un
aumento de distancia entre la salida de la gota y la solucién de cloruro de
calcio. Segun los porcentajes calculados de la eficiencia del encapsulado,
la mejor combinacidn de las variables serfa el de los niveles mas bajo de
tiempo y distancia.

304



Gabriela Silvina Muchiutti, et al. Capsulas de alginato para la proteccion de polifenoles presentes en el aceite esencial de orégano

30
25 A
20 4
— 15
F.
10
| l
0 A T T T
Pl Pz F3 P4
Procesos
Figura 2

Porcentaje de Eficiencia de encapsulado Columnas con una letra
comun no son significativamente diferentes (p > 0,05) n=3.

IV.S. Liberacion en agua de aceite esencial de orégano

El hinchamiento de la cdpsula es un factor importante para controlar
la velocidad de liberacién de un compuesto activo, ya que afecta la
permeabilidad de la cdpsula, el 4rea superficial disponible para el contacto
con la solucién circundante y también la concentracidn intracapsular
cuando el ca se diluye dentro de la cdpsula. Por lo tanto, la velocidad de
liberacién del aceite esencial de orégano dependerd de la capacidad de
hinchamiento de la cdpsula de alginato.

Los valores de la liberacién en agua del aceite esencial de orégano de
las cépsulas a través de la medicién de los polifenoles totales presentes
en dicho compuesto se muestran en la Tabla 3. La liberacién se calculd
en base al aceite esencial de orégano atrapado. De acuerdo con el analisis
estadistico, la variable de tiempo (p = 0,0022) mostré que existen
diferencias significativas entre los valores del porcentaje de liberacion,
mientras que la variable de distancia de caida (p = 0,0017) no presenté
diferencias significativas. Al observar la interaccién de las variables, se
muestra que en un tiempo de retencién mds corto, el aumento en la
distancia de caida provoca una mayor liberacién del compuesto activo. A
suvez, aumentar el tiempo de retencién (15 min) independientemente de
la distancia de caida aumenta su liberacién.

Teniendo en cuenta que el mecanismo de liberacién de aceite esencial
de orégano estd controlado principalmente por el hinchamiento de la
cépsula de alginato en la etapa inicial (Pasparakis y Bouropoulos, 2006),
se puede deducir que las cdpsulas que sufren mds hinchazén son las
que se obtienen del mayor tiempo de retencién. El hinchamiento de las
cépsulas secas se atribuye principalmente a la hidratacién de los grupos
hidréfilos de alginato (Hoffman, 2012). En este caso, el agua libre penetra
dentro de las cdpsulas con el fin de llenar los poros inertes entre las
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cadenas de polimero, lo que contribuye a un mayor grado de hinchazén.
Conseguir el mejor proceso para obtener una encapsulacién adecuada del
aceite esencial de orégano es de primordial importancia para preservar su
actividad antioxidante, aumentar la vida ttil y estudiar su liberacién en
diferentes momentos. Por otro lado, cabe destacar que el porcentaje de
liberacién del compuesto activo no supero el 6 %, lo que podria decirse que
las capsulas en un sistema con alta humedad tendrian una alta retencién
0, en caso contrario, si se persigue producir una liberacién més rapida se
deberia ensayar otro mecanismo.

V. Conclusiéon

En conclusidn, el contenido calculado de polifenoles del aceite esencial de
orégano de la especie Origanum majorana fue superior a los comparados
con los datos bibliogrificos, asi como su poder antioxidante, en las
condiciones estudiadas. En referencia a la evaluacién de alginato de
sodio como material encapsulante, las cdpsulas con mayor contenido de
polifenoles, es decir, aquellas que retuvieron la mayor cantidad de aceite
esencial, fueron las obtenidas por proceso

de mayor distancia entre la salida de la gota y la solucién de cloruro
célcico, y el tiempo de retencién mds corto; mientras que las cédpsulas
sufrieron mas hinchazén, fueron las obtenidas por procesos de mayor
tiempo de retencion.

Por otro lado, es interesante mencionar que los aceites esenciales
podrian ser utiles como fuentes dietéticas de antioxidantes naturales
para mejorar la nutricién y la salud humana, donde la tecnologia de
encapsulacién, podria proporcionar ventajas para la preservacién de
sustancias susceptibles a la oxidacién y contribuir a la incorporacién de
compuestos con actividad antioxidante en los alimentos.
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