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Diseño de sistemas húmedos y deshidratados de Ca(II)-alginato 

para la encapsulación y liberación controlada de compuestos 

fenólicos de subproductos de alcaucil 
 

 

 

 

 

RESUMEN 

 

En esta tesis se estudiaron los subproductos de tres variedades de alcaucil para el 

aprovechamiento de sus compuestos bioactivos por medio de su encapsulación en hidrogeles 

de Ca(II)-alginato. Los estudios agrícolas in situ permitieron determinar el subproducto más 

adecuado para la subsiguiente encapsulación. Además, se ensayaron procesos y solventes 

novedosos de extracción y finalmente se diseñó un método económico y escalable. Se 

enfatizó la microestructura de las cápsulas de Ca(II)-alginato como variable primordial para 

monitorear el impacto de variaciones en las condiciones de síntesis y postratamientos y para 

interpretar las relaciones entre éstas y los parámetros funcionales, macroestructura y 

propiedades mecánicas. Mediante un diseño experimental, se consiguieron las condiciones 

óptimas para maximizar la eficiencia de encapsulación, la capacidad bioactiva, la fuerza y la 

morfología de las cápsulas. Luego, se estudió el secado por estufa como método de 

preservación de las cápsulas cargadas con extracto de alcaucil. El estudio de la cinética de 

secado permitió entender los cambios estructurales y funcionales durante el proceso y 

observar los umbrales de actividad y contenido de agua en los que la estructura y propiedades 

fisicoquímicas de las cápsulas cambian irreversiblemente. Apoyándonos en estos resultados 

se tomaron las cápsulas húmedas y dos puntos de secado para estudiar sus perfiles de 

liberación en medios simulados de alimentos, obteniéndose un perfil más controlado para el 

sistema más seco. Ulteriormente, el secado también mejoró la bioaccesibilidad de los 

compuestos bioactivos durante la digestión in vitro. Pruebas sensoriales preliminares 

marcaron diferencias sustanciales en la percepción de los tres sistemas. Los resultados 

obtenidos en esta tesis permiten entender de manera profunda el sistema de cápsulas de 

Ca(II)-alginato y establecer bases y relaciones que sirven como fundamento para la 

extrapolación a otros sistemas y la aplicación en distintos productos alimentarios. 

 

Palabras claves: - Alcaucil ï Alginato ï Encapsulación ï Microestructura ï SAXS ï Liberación 

ï Bioaccesibilidad ï Ingrediente funcional 
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Design of wet and dried Ca(II)-alginate systems for the 

encapsulation and controlled release of phenolic compounds 

obtained from artichoke by-products 

 
 

 

 

 

ABSTRACT 

 

In this thesis, the by-products of three artichoke varieties were studied to exploit their bioactive 

compounds through encapsulation in Ca(II)-alginate hydrogels. Agricultural in situ studies 

were conducted to determine the most suitable by-product for subsequent encapsulation. 

Additionally, novel extraction processes and solvents were tested, leading to the development 

of an economical and scalable method. Emphasis was placed on the microstructure of the 

Ca(II)-alginate capsules, considered a pivotal variable to monitor the impact of variations in 

synthesis conditions and post-treatments, as well as to interpret the relationships between 

these variations and functional parameters, macrostructure, and mechanical properties. 

Through experimental design, optimal conditions were achieved to maximize encapsulation 

efficiency, bioactive capacity, strength, and morphology of the capsules. Subsequently, stove 

drying was studied as a preservation method for artichoke extract-loaded capsules. The 

kinetics of drying were investigated to comprehend structural and functional changes during 

the process, identifying thresholds of activity and water content at which the physicochemical 

structure and properties of the capsules irreversibly change. Leveraging these results, wet 

capsules and two drying points were selected to study their release profiles in simulated food 

media, resulting in a more controlled profile for the driest systems. Furthermore, drying also 

enhanced the bioaccessibility of bioactive compounds during in vitro digestion. Preliminary 

sensory tests revealed substantial differences in the perception of the three systems. The 

findings of this thesis provide a profound understanding of the Ca(II)-alginate capsule system, 

establishing foundational principles and relationships applicable and extrapolatable to other 

systems in various food products. 

 

Keywords: - Artichoke ï Alginate ï Encapsulation ï Microstructure ï SAXS ï Release 

properties ï Bioaccesibility ï Functional ingredient 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

Los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) de la ONU demandan una acción por parte de 

la población para garantizar la protección de la Tierra y las vidas de sus habitantes. 

Específicamente, el ODS #2 establece objetivos de hambre cero, seguridad alimentaria y 

agricultura sostenible; el ODS #3 pretende garantizar una vida sana y el bienestar de las 

personas; y el ODS #12, de alguna manera relacionado con los anteriores, exige una 

producción y consumos responsables. Para conseguir estas metas, es necesario un análisis 

introspectivo en relación con la producción de alimentos, su consumo y el vínculo entre ellos 

y la salud y nutrición de las personas. 

 

En los últimos años, los avances en biotecnología y ciencias agrarias han promovido un 

aumento de la seguridad alimentaria, alivio de la pobreza y en general un desarrollo de la 

sociedad. Estos avances, denominados comúnmente como la revolución verde han resultado 

en un aumento de la disponibilidad global de alimentos y grandes avances en la salud pública 

como la reducción de la malnutrición de proteínas y calorías. Sin embargo, estos logros han 

llegado a cuestas de recursos y del ambiente. Además, han surgido nuevos problemas de 

salud pública como la obesidad y trastornos cardiovasculares. Entre ellos, el déficit de 

micronutrientes es una contrariedad que afecta a un gran porcentaje de la población y se ve 

particularmente acentuado en países en vías de desarrollo. 

 

Por otro lado, los niveles de desperdicio y desaprovechamiento de alimentos son alarmantes. 

Según la FAO (2024), la humanidad descarta aproximadamente un tercio de la masa de 

alimentos que produce; de estos, la mitad se pierde desde la cosecha hasta la venta y, en el 

caso de los países en vías de desarrollo, este porcentaje se duplica o triplica. En total esto 

amonta a aproximadamente 1300 millones de toneladas de alimentos por año. Si se desglosa 

esta estadística aún más, es posible notar que ya se han desperdiciado más de 100 millones 

de toneladas este mes, 25 millones de toneladas esta semana y el equivalente de lo que 

pesan 100 autos en el tiempo que lleva leer este párrafo. Todas estas pérdidas y desperdicios 

perjudican la sustentabilidad de nuestros sistemas alimentarios, ya que cuando el alimento 

desaparece o se desecha, no solo se pierde el alimento en sí, sino que se malgastan todos 

los recursos que fueron a parar a su producción, incluyendo el agua, la tierra, la energía y la 

mano de obra. Además, la disposición final de los desechos alimentarios lleva a emisiones 

de gases de efecto invernadero y contribuye al cambio climático. 
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La producción agrícola, la salud pública y el ambiente están íntimamente interconectados 

entre sí. Por este motivo, para lograr una producción y un consumo responsables, se 

requeriría la apertura de un diálogo y el establecimiento de acuerdos en los que 

indefectiblemente cada parte deba ceder para llegar a un equilibrio y alcanzar el bien común. 

En este sentido, la química de alimentos tiene un rol fundamental que consiste, entre otras 

cosas, en el estudio de los subproductos de la producción agrícola y subsiguientes 

elaboraciones para determinar la posibilidad de su aprovechamiento y llevarlo a cabo 

mediante transformaciones y nuevas aplicaciones. 
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1.1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1.1 Economía circular y química verde 

En los últimos años ha surgido y cobrado mucha importancia un nuevo paradigma que busca 

cambiar la forma en que producimos y consumimos, con el objetivo de alcanzar un desarrollo 

sustentable. Este paradigma es denominado Economía Circular (EC, Kirchherr et al., 2017) y 

busca acabar con las limitaciones de los presentes sistemas lineales de producción y 

consumo promoviendo la adopci·n de patrones de producci·n ñcerradosò que mejoren la 

eficiencia y longevidad de los recursos. Se cree que la circularidad puede ser un factor 

determinante para alcanzar los Objetivos de Desarrollo Sustentable (ODS) propuestos por la 

ONU en la Agenda 2030 (Ncube et al., 2023). No obstante, resulta difícil transformar la 

economía lineal que ha sido el modelo dominante de producción desde la revolución 

industrial; la mayoría de los productos todavía se conciben con la idea de uso-descarte 

(Ncube et al., 2023). Hasta el día de hoy el reciclado es la estrategia de contención de 

residuos globalmente más aceptada e implementada; sin embargo, estudios indican que solo 

el reciclado no resulta suficiente para vencer la enorme cantidad de desechos que producimos 

hoy en día (WEF, 2020). Es evidente que se necesita un cambio radical en la manera de 

pensar la producción que conciba un ciclo cerrado del producto reduciendo al máximo la 

generación de residuos. 

 

Desde el punto de vista de la química, la conversión hacia maneras de producción más 

sustentables se está dando mediante la implementación de reactivos y tecnologías en el 

diseño de productos que contemplen y minimicen el impacto en los seres humanos y el 

ambiente. Este concepto se conoce como Química Verde (QV) (Ncube et al., 2023). Este 

abordaje no solo tiene el potencial de mejorar la calidad del ambiente y de la vida de las 

personas, sino que también podría conllevar beneficios económicos a largo plazo como la 

reducción del uso de productos químicos, del capital invertido en almacenado y disposición 

de desechos y en tratamientos y compensaciones por daños ocasionados. A pesar de los 

múltiples beneficios que esta estrategia presenta, resulta extremadamente difícil conseguir 

una adopción significativa, tal como ocurre con la EC. Esto se da por muchas razones: la 

implementación de la QV necesita una inversión inicial o como mínimo un período de 

transición desde procesos e infraestructuras ya consolidadas con los paradigmas 

tradicionales, por lo tanto, el cambio propuesto resulta poco atractivo para industrias que 

principalmente persiguen una ganancia económica. Si una tecnología verde no presenta un 

incentivo económico a corto y/o mediano plazo, es más difícil que se adopte aun teniendo 

otros puntos a favor. Por otro lado, la educación sobre la QV aún está atrasada en la mayoría 
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de los programas a nivel internacional (Armstrong et al., 2018). Así, la escalabilidad de estos 

conceptos a nivel industrial se torna todavía menos probable ya que para eso resulta 

fundamental el entrenamiento de profesionales en conceptos como: biotecnología, 

ingenierías verdes y, sobre todo, toxicidad. Finalmente, es necesaria legislación para adoptar 

estos cambios, pero ésta no siempre es clara o rápida y no todos los países tienen el mismo 

compromiso. En general, en los países más desarrollados económicamente hay mayor 

conciencia de la crisis ambiental actual que en los países en crecimiento económico, que se 

ve reflejada en los procesos de producción y en los productos en el mercado a partir de las 

demandas de los consumidores. Sin embargo y paradójicamente, son los países en desarrollo 

económico aquellos que más sufren las consecuencias ambientales (WEF, 2023). Es 

importante destacar que el mero hecho de tomar conciencia y legislar prácticas de 

manufactura en l²nea con principios ñverdesò no significa por sí mismo que el impacto neto en 

al ambiente se esté reduciendo; por ejemplo, las emisiones de carbono se contabilizan en 

una base territorial (Lenk et al., 2021), esto quiere decir que, si un país reemplaza su 

producción doméstica por procesos verdes, pero importa otros materiales producidos de 

manera tradicional, bajo este paradigma estaría bajando su huella de carbono, pero resulta 

claro que a nivel neto global este no es el caso. A pesar del evidente crecimiento en la 

adopción de QV en los últimos años, Veleva et al., (2019) reportaron que muchas de las 

barreras enfrentadas por la QV a principio de siglo aún siguen en pie, como la falta de 

incentivos estatales, escasa financiación y capacitación en la QV y falta de indicadores 

fehacientes del impacto de la GV. 

 

La convergencia de la Química Verde con los principios de la Economía Circular presenta las 

bases necesarias para plantear modelos de negocios y producción de nuevos materiales de 

manera sustentable y amigable con el ambiente. Desde nuestro punto de vista, los esfuerzos 

deberían estar puestos en encontrar aplicaciones novedosas para subproductos que de otra 

manera serían descartados, pero prestando atención a las necesidades y demandas de la 

industria para poder facilitar esta transición. Esta tesis se focalizó en el estudio de 

subproductos de la industria agrícola que se generan en grandes cantidades, están 

disponibles y generalmente inutilizados; además, se plantearon aplicaciones y procesos 

tecnológicos innovadores de bajo costo, amigables con el ambiente, de alta factibilidad y 

escalabilidad. 
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1.1.2. Subproductos vegetales 

 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la ingesta de frutas y vegetales sigue 

siendo insuficiente hoy en día en muchas partes del mundo. Se recomienda consumir al 

menos 400 g al día para prevenir enfermedades crónicas y mejorar la salud en general. En 

promedio, el consumo aparente está muy por debajo de los valores recomendados y las 

condiciones socioeconómicas son un factor determinante en ello. Los países 

subdesarrollados tienden a tener menor acceso a alimentos frescos en comparación con los 

países desarrollados y particularmente dentro de estos últimos, existe una polarización muy 

marcada entre las zonas rurales remotas y las áreas urbanas en las que la disponibilidad de 

alimentos suele ser más rica y variada. Además, un estudio (Salvador Ballesteros et al., 2022) 

reveló que en Argentina los menores consumos se observaron en hogares de menores 

ingresos, con menor clima educativo, sin adultos mayores, con niños menores de 14 años, 

con jefatura masculina y residentes en la región del nordeste argentino.  

 

Los últimos estudios de la FAO (2024) sugieren que aproximadamente 1600 millones de 

toneladas de ñequivalentes de productos primariosò se desperdician cada a¶o. Este n¼mero 

contempla tanto la fracción de biomasa comestible como los rezagos no comestibles. Esto no 

es algo indeseable solo por la pérdida de los alimentos per se, sino que además representa 

un desperdicio de la mano de obra, agua, energía, tierra y demás recursos utilizados para su 

producción. De manera análoga a lo que sucede con los patrones de consumo, la 

problemática de los desechos de alimentos se ve particularmente acentuada para los países 

subdesarrollados. La FAO indica que estos países pierden en promedio el doble de alimentos 

desde la etapa de cosecha hasta la venta respecto a los países desarrollados. Estos últimos 

sufren pérdidas principalmente a nivel de consumo. Según los datos publicados en el Food 

Waste Index Report (ONU, 2024), en el año 2022 se desperdiciaron 1050 millones de 

toneladas de alimentos a nivel mundial. Este número representa el 19 % de los alimentos 

disponibles para los consumidores y proviene del desperdicio ocasionado a nivel doméstico, 

de comercio minorista y de proveedores de alimentos. De éstos, los hogares fueron 

responsables del 60 % de los desperdicios. Adicionalmente, se debe considerar que el 13 % 

de los alimentos producidos se pierde en la cadena de suministro incluso antes de llegar a la 

venta al por menor. El mayor porcentaje de desperdicio entre los distintos productos 

corresponde a la cadena de suministro de frutas y hortalizas con un 42 % (FAO, 2024). En 

Argentina la masa de desperdicios alcanza los 16 millones de toneladas por año; 

particularmente, los sectores hortícolas y frutícolas presentan pérdidas por encima del 

promedio mundial (45 %). Estos datos se condicen con los informes del Instituto Nacional de 
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Tecnología Agropecuaria (INTA, 2015) que indican que en Argentina solo se consume la 

mitad de las frutas y hortalizas que se cosechan y aproximadamente el 80 % de esa pérdida 

se registra en las etapas de producción, post cosecha y procesamiento. 

 

En el contexto contemporáneo, la terminología de estos residuos ha evolucionado y se los 

conoce como ñsubproductos alimenticiosò lo que permite una descripci·n m§s precisa de su 

naturaleza y su conceptualización como un verdadero sustrato que puede ser recuperado y 

utilizado para la formulación de nuevos productos en la cadena alimentaria (Galanakis, 2012). 

Los subproductos agrícolas están compuestos por polisacáridos, ácidos orgánicos, proteínas 

y otros nutrientes que hacen de ellos una fuente natural, altamente disponible y rica en 

moléculas con numerosas potenciales aplicaciones en la industria de alimentos. 

Adicionalmente, contienen altas concentraciones de compuestos bioactivos que pueden ser 

extraídos y utilizados como ingredientes nutracéuticos o suplementos para la formulación de 

productos con valores nutricionales potenciados, beneficios para la salud, mayor vida útil, etc. 

Finalmente, poder utilizar como materia prima estos subproductos, para cuya producción ya 

existió un gasto de recursos y mano de obra, implicaría una extensión de su vida útil y, en 

general, un avance hacia una economía más circular. 

 

1.1.3 Compuestos bioactivos 

 

Los compuestos bioactivos abarcan un amplio conjunto de sustancias con diversas 

estructuras químicas y funciones. Constituyen elementos importantes en las plantas, 

cumpliendo diversos roles importantes entre los que se destacan: defensa contra patógenos, 

regulación de crecimiento, regulación de metabolismo y protección contra el estrés ambiental 

(Bennick, 2002). Se hallan en vegetales, frutas y a su vez en sus derivados y subproductos, 

representando una parte considerable de la alimentación humana, y están entre las 

sustancias biológicamente activas más potentes y beneficiosas desde el punto de vista 

terapéutico. Estos compuestos pertenecen a grupos extremadamente heterogéneos de 

moléculas (compuestos fenólicos, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles, y 

organosulfurados, entre otros) con diferentes estructuras químicas (hidrofílicos o lipofílicos), 

distribución en la naturaleza (específicos en algunas plantas), acciones biológicas específicas 

y distintos rangos de concentraciones en alimentos. Las vitaminas y los minerales al suscitar 

efectos farmacológicos también pueden ser categorizados dentro de los compuestos 

bioactivos. 
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En las últimas décadas el interés por este tipo de compuestos, así como su desarrollo e 

investigación, han crecido exponencialmente debido a los múltiples efectos beneficiosos que 

presentan para la salud humana como: efectos antiinflamatorios (Mouffouk et al., 2019), 

protección celular (Moratilla-Rivera et al., 2023), reducción de riesgo cardiovascular (Rauf et 

al., 2019), promoción de un microbiota saludable (Plamada et al., 2021), y potencial 

anticancerígeno (Singh et al., 2023). La bioaccesibilidad y biodisponibilidad de estos 

compuestos varía enormemente según la matriz en la que se encuentren y no siempre 

aquellos consumidos en mayor cantidad son los que necesariamente conllevan a las 

concentraciones más altas de los metabolitos activos en los tejidos de interés (Manach et al., 

2005). De hecho, se necesita una gran cantidad de estudios de validación in vivo e in vitro 

para poder predecir en que proporción un humano podría absorber y utilizar un determinado 

compuesto bioactivo (Carbonell-Capella et al., 2014). Muchos factores pueden interferir con 

la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos, e.g., las interacciones químicas entre los 

fitoquímicos y las biomoléculas presentes en una determinada matriz (Parada & Aguilera, 

2007), interacciones con otros macronutrientes como fibra, proteínas o polisacáridos en 

alimentos procesados (Dupas et al., 2006) e interacciones entre los compuestos y las distintas 

enzimas presentas en la saliva y el tracto gastrointestinal (Goñi et al., 2006). En los vegetales, 

los compuestos bioactivos responsables de los efectos antioxidantes están mezclados con 

los macronutrientes que constituyen la matriz del alimento, principalmente carbohidratos y 

lípidos y proteínas en menor medida. Se ha demostrado que, en algunos casos, la disrupción 

de la matriz natural del alimento a través de la cocción aumenta la bioaccesibilidad de algunos 

compuestos bioactivos como los carotenoides (Courraud et al., 2013); sin embargo, en el 

caso de los compuestos fenólicos, los tratamientos térmicos como el hervor llevan a una 

severa degradación en su contenido y bioaccesibilidad principalmente debido a su lixiviación 

desde la matriz del alimento hacia el medio polar (Arfaoui, 2021).  

 

1.1.3.1 Compuestos fenólicos 

 

Los compuestos fenólicos (CFs) son metabolitos secundarios (es decir, que no participan en 

el metabolismo primario, pero interactúan con el ambiente), producidos en las plantas durante 

la ruta del ácido shikímico a través de la metabolización de los fenilpropanoides (Wu et al., 

2022) y la ruta del malonato/acetato (Zagoskina et al., 2023). Contienen anillos bencénicos, 

con uno o más sustituyentes hidroxilos y van desde simples moléculas fenólicas hasta 

sustancias altamente polimerizadas (Lin et al., 2016). Los compuestos fenólicos son los 

metabolitos secundarios más prevalentes en las plantas y hoy en día se sabe que contribuyen 
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significativamente en roles críticos como la protección contra factores bióticos y abióticos (luz, 

radiación UV, temperatura y metales pesados) (Zagoskina et al., 2023). Generalmente están 

relacionados con respuestas de defensa en las plantas y en otros procesos como la 

incorporación de sustancias promotoras de la polinización, coloración para camuflaje, 

actividades antibacterianas y antifúngicas. Dentro de esta categoría existe una variedad de 

compuestos: flavonoides simples y complejos, ácidos fenólicos, lignanos, antocianinas, 

taninos, cumarinas, quinonas, terpenoides, entre otros, que se muestran en la Figura 1.1. 

Particularmente, dentro de la gran categoría de compuestos bioactivos, los CFs se destacan 

por su gran capacidad antioxidante, antimicrobiana, antiaterosclerótica y antihipertensiva 

(Losada-Barreiro et al., 2022). Adicionalmente, los compuestos fenólicos reciben aún más 

atención debido a su rol en la prevención de una variedad de enfermedades, incluido el cáncer 

como se ha demostrado en algunos ensayos preclínicos y clínicos (Elshafie et al., 2023). Bajo 

esa premisa, hoy en día su consumo está fuertemente recomendado para ayudar en la 

protección contra el estrés oxidativo de las células y su principal fuente de consumo en la 

población son las frutas, los vegetales y ciertas bebidas. Ciertos estudios han demostrado 

que los compuestos fenólicos de estas fuentes son los más afluentes en las dietas ordinarias 

entre los compuestos antioxidantes de origen alimentario (Pellegrini et al., 2003). Sin 

embargo, a pesar de la promoción creciente de consumo de compuestos bioactivos mediante 

mejoras en la dieta y hábitos saludables, la deficiencia de micronutrientes sigue siendo un 

problema a nivel mundial que azota principalmente a países en vías de desarrollo económico. 

 

Se han realizado varios estudios sobre los compuestos bioactivos presentes en el alcaucil 

(Cynara scolymus L.) ya que es una fuente notable de ellos. La literatura científica documenta 

la presencia de compuestos fenólicos tales como la cinarina, luteolina y ácido clorogénico que 

han sido identificados como sustancias antioxidantes, neuro protectoras, antiinflamatorias y 

analgésicas (Sahebkar et al., 2018). 
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Figura 1.1. Categorías de compuestos fenólicos y sus moléculas representativas. Tomado 
de Aguirre Calvo, 2021.  
 

1.1.4 El alcaucil (Cynara scolymus L.) 

 

El alcaucil (Cynara scolymus L.) es una planta herbácea perteneciente a la familia de las 

asteráceas. Es nativa de Etiopia y Egipto, difundiéndose hacía el área circundante al mar 

Mediterráneo y presenta un consumo extendido en toda esa región (Pandino et al., 2012) 

aunque también se consume abundantemente en otras regiones como América del Sur al 

que llegó de la mano de inmigrantes provenientes de la región Mediterránea (Lutz et al., 

2010). Es considerado un alimento sano debido a su composición química y nutricional. 

Generalmente se consume el corazón del capullo y las brácteas internas que suelen ser 

suaves (Fig. 1.2-b) y puede ser consumido tanto crudo como cocido en diferentes maneras 

como hervido, frito, al vapor o como ingrediente en otros platos. Otros usos reportados 

incluyen la producción de bebidas, biomasa y medicamentos a partir de extractos de sus hojas 

(Pandino et al., 2012). 

 

1.1.4.1 Compuestos bioactivos del alcaucil 

 

El alcaucil posee una alta concentración de compuestos fenólicos, principalmente ácidos 

clorogénicos, 1,5-O-dicafeoilquínico, 3,5-O-dicafeoilquínico y 3,4-O-dicafeoilquínico. 

Además, es muy rico en minerales, fibra e inulina, un carbohidrato de reserva energética que 
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resiste la digestión en el intestino delgado y actúa como prebiótico en el cuerpo humano 

(Lattanzio et al., 2009; López-Molina et al., 2005). Otros compuestos como los flavonoides 

apigenina y luteolina han sido encontrados en tejidos de alcaucil (Lattanzio et al., 1989). La 

presencia y concentraciones de estos compuestos dependen en gran medida de las 

condiciones agrícolas y de cosecha, del tipo y la edad del cultivar y de los procesos de 

postcosecha (Petropoulos et al., 2017). Esta composición particular le confiere propiedades 

farmacéuticas y nutricionales especiales al alcaucil que han sido reportadas y explotadas a 

lo largo de la historia (Gostin & Waisundara, 2019).  

 

1.1.4.2 Producción del alcaucil 

 

La producción del alcaucil está ampliamente extendida por todo el mundo con un total anual 

de producción de aproximadamente 1,6 millones de toneladas (FAOSTAT, 2022), sin 

embargo, está concentrada principalmente en Europa, que representa el 44 % de la totalidad 

de la producción, seguido por África (24,7 %) y América (20,6 %). Argentina se ubica entre 

los primeros 10 productores a nivel mundial, produciendo un promedio de 100 kilo toneladas 

por año en los últimos 10 años (FAOSTAT, 2022), lo que representa el 6-7 % de la producción 

total mundial. Dentro de Argentina, los alcauciles son cultivados principalmente en el Cinturón 

Hortícola Platense (CHP) en la provincia de Buenos Aires. Aproximadamente el 90 % de la 

producción está destinado al mercado fresco mientras que el 10 % es procesado, 

especialmente en lata, deshidratado o congelado (García et al., 2016). Los cultivares 

Sampedrino INTA, Gallego INTA y Gringo INTA fueron desarrollados por investigadores en el 

Instituto Nacional de Tecnología Agrícola (INTA) en San Pedro, Argentina, durante los años 

90 (Fig. 1.2-a).  
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Figura 1.2. a) Producción de alcauciles en el Instituto Nacional de Tecnología Agrícola 
(INTA), San Pedro, Argentina y b) morfología interna del capullo de alcaucil. 
 

1.1.4.3 Caracterización y extracción de los residuos 

 

Debido a su alto contenido de compuestos bioactivos, el interés suscitado en el alcaucil ha 

aumentado en los últimos tiempos tanto desde las áreas industriales como de investigación y 

se han hecho esfuerzos para lograr el aprovechamiento de sus subproductos obtenidos 

durante la cosecha y posteriormente su consumo (Zuorro et al., 2015; Rabelo et al., 2016). A 

nivel global, la industria descarta aproximadamente el 80-85 % de la biomasa total de la planta 

principalmente constituido por las brácteas externas y los tallos (Fig. 1.2-b) (Zuorro et al., 

2015); a esto se le suman las hojas de la planta como se muestra en la Figura 1.3 que sin 

embargo pueden ser recolectadas durante la cosecha y el procesamiento industrial para la 

preparación de extractos (Ben Salem et al., 2015). Para este trabajo fueron considerados 

como subproductos los tallos, las hojas y las brácteas externas de los alcauciles producidos 

en el INTA-EEA San Pedro (Fig. 1.3). Los subproductos del alcaucil son sorprendentemente 

ricos en compuestos fenólicos (Zuorro et al., 2014) debido a su acumulación en las regiones 

periféricas de la planta para realizar sus funciones biológicas (Pandino et al., 2013). 

La mayoría de los estudios sobre la cuantificación y caracterización de los compuestos 

bioactivos presentes en el alcaucil, principalmente aquellos que abordan el uso potencial de 

los subproductos generados en el proceso industrial, lidian con varietales desconocidos 

obtenidos en mercados o en descartes no identificados. Sin embargo, una comprensión 

holística del ciclo completo de la planta y una cuantificación minuciosa de cada uno de los 

subproductos generados podría llevar a un uso más eficiente de estos productos 

subvalorados en el mercado. Existe una gran cantidad de literatura sobre métodos de 

extracción y solventes para la recuperación de diferentes compuestos de residuos del alcaucil 

(Jiménez-Moreno et al., 2019; Kollia et al., 2016; Lavecchia et al., 2018; Mena-García et al., 

2020; Zayed & Farag, 2020); en este trabajo se seleccionaron algunos de los que se han 

a b 
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informado como adecuados para la extracción de compuestos bioactivos, que se alineen con 

los principios de la Química Verde y que tengan bajos costos operativos. Por este motivo, en 

esta tesis se cuantificaron y caracterizaron los subproductos que tradicionalmente son 

descartados por la industrial tradicional en tres varietales de alcaucil producidos por INTA. 

Esto se logró mediante la recuperación de los compuestos fenólicos por un proceso de 

extracción verde y amigable con el medio ambiente, evaluando procedimientos de gran 

potencial de factibilidad y escalado para la transferencia a la industria de alimentos.  

 

Figura 1.3. Subproductos de los alcauciles cosechados en el Instituto Nacional de Tecnología 
Agrícola (INTA), San Pedro, Argentina. 
 

1.2 OBJETIVO 

 

El objetivo de este capítulo fue la evaluación integral de los tres subproductos de alcaucil 

obtenidos durante la cosecha: tallos, brácteas y hojas, de tres varietales distintos producidos 

en INTA: Sampedrino, Gallego y Gringo. Esta valoración consistió en estudios agrícolas in 

situ, la extracción verde de los compuestos bioactivos y el análisis cualitativo de estos 

compuestos para poder determinar el residuo más conveniente desde todos estos puntos de 

vista para su posterior uso en sistemas encapsulados y, posteriormente, en alimentos 

potencialmente funcionales. 
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1.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1.3.1 Materiales 

 

1.3.1.1 Variedades y cosecha 

 

La cosecha de las variedades Sampedrino (Sam) INTA, Gallego (Gal) INTA y Gringo (Gri) 

INTA se obtuvo mediante el trasplante de siembras producidas por vía vegetativa a partir de 

"brotes" que brotaron desde la base de las plantas del año anterior. La cosecha se mantiene 

generalmente durante períodos de 3-4 años, por lo que se considera un cultivo perenne. La 

distancia entre las hileras fue de 2,4 m y entre las plantas fue de 1,0 m, dando como resultado 

una densidad de 4167 plantas * haī1. Las cosechas de las inflorescencias (capítulos) 

comenzaron en el segundo año de implantación (2017). Se calcularon los promedios de 

rendimiento del cultivo considerando las cosechas de 2017 y 2018. 

 

1.3.1.2 Muestreo y tratamiento 

 

Aproximadamente, se recolectaron 2 kg de cada variedad producida en el establecimiento del 

INTA (Sam, Gal y Gri) en septiembre de 2017 a lo largo de 4 cosechas. Una vez recolectados, 

los alcauciles se separaron en hojas (H), tallos (T) y brácteas (B) para analizar cada una de 

sus partes. La primera cosecha se utilizó para pruebas preliminares en el lugar, mientras que 

las otras tres se cuantificaron y almacenaron para análisis de laboratorio. Después de la 

separación, las muestras se almacenaron en un ultracongelador (Thermo Scientific, modelo 

Forma 900 series, EE. UU.) a ī70 ÁC hasta su uso. 

 

Otra variedad local comprada en un mercado de Buenos Aires se utilizó para realizar pruebas 

preliminares y comparar diferentes solventes (etanol y agua) y métodos de extracción. 
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1.3.1.3 Tratamiento postcosecha: Escaldado 

 

Luego de la cosecha de las variedades de alcaucil de INTA, Sam, Gal y Gri, se separaron sus 

correspondientes partes y se lavaron. Sucesivamente, una porción de las muestras fue 

sometida a un proceso de escaldado por 5 o 10 minutos que consistió en el contacto de las 

muestras con vapor de agua. Posteriormente, las muestras escaldadas fueron recolectadas 

y guardadas en un ultra-freezer (Thermo Scientific, modelo forma 900 series, EE. UU.) a -70 

°C hasta su análisis. 

 

Para determinar la eficacia del escaldado, se realizaron los ensayos descriptos en la siguiente 

sección para el contenido total de fenoles y la capacidad antioxidante de muestras sin 

escaldado y con escaldado a distintos tiempos. 

 

1.3.2 Métodos 

 

1.3.2.1 Mediciones agrícolas y de color 

 

Las mediciones de color se realizaron in situ después de las separaciones de las partes con 

un colorímetro CR-400 (Minolta, Japón). Para las brácteas, se seleccionaron al azar 20 

unidades de cada variedad y se midió el color en 3 puntos diferentes, tanto en el anverso 

como en el reverso, obteniendo un promedio para cada lado. Para los tallos, se eligieron al 

azar 6 unidades de cada variedad y se realizó un corte transversal. El color se midió en 3 

puntos en la superficie interna. Para las hojas, se seleccionaron al azar 5 unidades y se midió 

el color en 3 puntos tanto en el anverso como en el reverso. Se utilizó la escala CIELab (L*, 

a*, b*) y a partir de estos parámetros se calcularon C* (croma) y h (ángulo de tono) utilizando 

las ecuaciones (1.1) y (1.2): 

 

╒z  ╪z ╫z                                                                                                                (1.1) 

 

▐ ἩἺἫἼἩἶ
╫z

╪z
                                                                                                                    (1.2) 
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Las mediciones agrícolas se realizaron in situ usando una balanza granataria para medir las 

masas y un calibre para las medidas de tamaño. 

 

1.3.2.3 Contenido de agua 

 

El contenido de agua (W.C.) de cada parte de los alcauciles se determinó mediante el método 

gravimétrico en triplicado, calculando la diferencia de peso antes y después del secado en un 

horno a 105 (±2) °C hasta alcanzar un peso constante (AOAC, 2002). El W.C. se expresó 

como porcentaje de gramos de agua por gramos de muestra húmeda (b.h). 

 

1.3.2.4 Extracción de los compuestos fenólicos 

 

Para los ensayos preliminares, se probaron dos de los solventes más comunes utilizados 

para la extracción de compuestos fenólicos en la Industria Alimentaria (agua y 75 % etanol 

en agua) en una mezcla de brácteas, tallos y hojas picadas con un cuchillo y machacadas 

con un mortero. Se llevaron a cabo tres métodos de extracción, todos bajo temperatura 

ambiente controlada de 25 ± 1 °C: maceración de 48 h (M), agitación magnética durante 1 h 

(A) y extracción asistida por ultrasonidos (US) en un baño de hielo (frecuencia de 30 kHz, 

amplitud del 80 %, (10) con un procesador ultrasónico UP100H (Teltow, Alemania). En todos 

los casos, se utilizó la misma proporción, 10:1, de solvente: masa de alcaucil fresco, basada 

en Rabelo et al. (2016). La maceración en agua no se evaluó debido a la formación de hongos 

después de 48 h.  

 

Después de la selección de las condiciones preliminares (agitación magnética durante 1 h y 

agua, como se desarrollará más adelante en resultados), se llevaron a cabo tres experimentos 

de extracción con variaciones relevantes para la industria en el procedimiento de extracción, 

como se muestra en la Figura 1.4. Para el primer conjunto de experimentos (C), se cortaron 

5 g de muestra con un cuchillo en trozos pequeños, se machacaron con un mortero y se 

introdujeron en un vaso de precipitados con 50 mL de agua protegida de la luz y bajo agitación 

magnética. Después de 1 h, se filtró la solución y se recolectó para su análisis posterior. Para 

el segundo conjunto de experimentos (C + T), se utilizó la misma masa de muestra y volumen 

de agua, sin embargo, después de ser cortadas con un cuchillo, las muestras fueron trituradas 

finamente con una licuadora antes de proceder a la extracción durante 1 h bajo agitación. 

Después de la extracción, el extracto se filtró y se recolectó. Para el tercer conjunto de 
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experimentos (C + T + Ce), las muestras fueron cortadas con un cuchillo, trituradas finamente 

con una licuadora, extraídas en agua durante 1 h bajo agitación y luego centrifugadas 

después de la extracción durante 30 min a 5000 rpm y 8 °C, antes de ser filtradas y 

recolectadas para su análisis. Todos los procedimientos de extracción fueron realizados en 

duplicado. 

 

 
Figura 1.4 Diagrama de flujo de los procesos de extracción aplicados sobre las variedades 
INTA de los alcauciles. 
 

1.3.2.5 Concentración de compuestos fenólicos y capacidad 

antioxidante 

 

Contenido total de compuestos fenólicos (TPC) 

 

El contenido total de compuestos fenólicos (TPC, por sus siglas en inglés) de los extractos 

fue determinado siguiendo el procedimiento descrito por Singleton, Orthofer y Lamuela-

Raventos (1999), incluso considerando las limitaciones de la metodología debido a 

interferentes reductores. Se a¶adi· una al²cuota de 50 ɛL de muestra a 800 ɛL de agua 

bidestilada, 125 ɛL de soluci·n de Na2CO3 (200 g/kg) y 125 ɛL del reactivo de Folin Ciocalteu 

(Biopack, Zárate, Buenos Aires, Argentina). Las muestras se dejaron reaccionar durante 30 

min a 40 °C en la oscuridad. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min y 

se midió la absorbancia a 765 nm. Se realizó una curva de calibración con ácido gálico y el 

TPC se expresó como equivalentes de ácido gálico en mg/g de producto fresco. Todas las 

muestras se midieron por triplicado. 
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Capacidad de captación de iones radicales ABTS.+ (CA ABTS) 

 

La técnica descrita por Re et al. (1999) se utilizó para determinar la capacidad de las muestras 

para eliminar el radical libre ABTSÅ+. La solución de ABTS (7 mM) se dejó reaccionar durante 

16 h en la oscuridad con persulfato de potasio (2,45 mM). Posteriormente, esta solución se 

diluyó con buffer fosfato 0,01 M a pH 7,4 hasta obtener una absorbancia de 0,70 ± 0,02 a 734 

nm. Se añadió una alícuota de 1,9 mL del reactivo ABTSÅ+ a 100 ɛL de muestra y se incub· 

a 25 °C en la oscuridad durante 30 min. Posteriormente, se midió la absorbancia de la mezcla 

de reacción a 734 nm y se calculó el porcentaje de inhibición del color contra una curva de 

calibración realizada con ácido gálico. La capacidad antioxidante (CA ABTS) para el radical 

libre ABTSÅ+ se expresó como equivalentes de ácido gálico en mg/g de producto fresco. Todas 

las muestras se midieron por triplicado. 

 

 

Poder de reducción de hierro (FRAP) 

 

El poder antioxidante de reducción férrico de las muestras se obtuvo siguiendo el método 

propuesto por Benzie y Strain (1996). Para formar el reactivo FRAP, se mezclaron 25 mL de 

buffer de acetato 0,3 M a pH 3,6, 2,5 mL de solución acuosa de FeCl3 20 mM y 2,5 mL de 

2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM preparada en HCl 40mM. Luego se añadieron 

840 ɛL del reactivo FRAP reci®n preparado a 60 ɛL de muestra y, despu®s de 30 min de 

incubación a 25 °C en oscuridad, se leyó la absorbancia a 595 nm. Se construyó una curva 

de calibración con ácido gálico y el poder antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas 

en inglés) se expresó como mg de equivalentes de ácido gálico/g de producto fresco. Todas 

las muestras se midieron por triplicado. 

 

 

Contenido de antocianinas monoméricas 

 

El contenido total de antocianinas monoméricas fue determinado utilizando el método de 

diferencial de pH según Giusti y Wrolstad (2001). Se preparó una dilución de muestra: buffer 

de 1: 3 utilizando soluciones buffer a pH 1,0 (ácido clorhídrico-cloruro de potasio) y 4,5 (ácido 

clorhídrico-acetato de sodio). Las muestras fueron incubadas a 25 °C en la oscuridad durante 

15 min y luego medidas a 510 y 700 nm. Las antocianinas fueron expresadas como cianidina-
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3-gluc·sido (MM: 445,2; ɝ: 26.900 L cmī1 molī1)/g de producto fresco utilizando las 

ecuaciones (1.3) y (1.4): 

 

Ἃᶻ  ═   ═ Ἰἒ ȟ   ═   ═ Ἰἒ ȟ                                                                 (1.3) 

 

ἋἍἧ   
 Ἃz ȢἙἥ ȢἎἐ

 Ȣ  ■
                                                                                                                                                        (1.4) 

 

Todas las muestras se midieron por triplicado. 

 

1.3.2.6 Análisis de presencia de compuestos fenólicos por HPLC-MS 

 

Los compuestos fenólicos fueron extraídos exhaustivamente de muestras liofilizadas (0,50 g) 

con 10 mL de una mezcla de metanol: agua (8: 2, v/v, acidificada con un 0,35 % de ácido 

fórmico) y agitación por vortex (USC-1400-Unique) durante 3 min. El extracto fue centrifugado 

a 4950 rpm durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante fue transferido a un matraz. Este 

procedimiento se repitió 8 veces. Los extractos fueron filtrados en acetato de celulosa (0,22 

ɛm) antes de ser analizados mediante LC-DAD-ESI-MS/MS. 

 

Se utilizó un equipo de HPLC Shimadzu (Kyoto, Japón) equipado con dos bombas (LC-20AD), 

un desgasificador en línea (DGU-20A), un inyector automático (SIL20AHT), un horno (CTO-

20A) conectado en serie a un detector DAD (SPD-M20A), una fuente de ionización por 

electrospray (ESI) (Bruker Daltonics, modelo micrOTOF-Q III, Bremen, Alemania) y un 

espectrómetro de masas (MS) con analizador de cuadrupolo-tiempo de vuelo (QTOF) para 

identificar los compuestos fenólicos. Las condiciones de cromatografía utilizadas para la 

separación de los compuestos fenólicos fueron previamente descritas por Rodrigues, Mariutti 

y Mercadante (2013). Los compuestos fen·licos se separaron en una columna C18 (4 ɛm, 

250 mm × 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.) a un caudal de 0,9 mL minī1 

utilizando una fase móvil compuesta por agua/ácido fórmico [99,5: 0,5 (v/v)] (solvente A) y 

acetonitrilo/ácido fórmico [99,5: 0,5 (v/v)] (solvente B), y el eluyente se dividió mediante una 

conexión en forma de T para permitir que solo 0,45 mL minī1 ingresaran a la interfaz ESI. La 

fuente ESI se operó bajo las siguientes condiciones: modo negativo, voltaje de capilar: 3000 

V y rango de escaneo de m/z 50 a 1000. Los espectros MS/MS se adquirieron en modo Auto-

MS/MS. 
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1.3.2.7 Contenido de agua y cenizas del extracto 

 

Se pesaron 5 g de la muestra y se colocaron en un recipiente de porcelana tarado. Luego, el 

recipiente se agitó hasta que el contenido estuvo distribuido de manera uniforme y se colocó 

en un horno de aire caliente, mantenido a 105 ± 2°C, y se secó durante al menos 2 h. 

Posteriormente, se enfrió en un desecador, se pesó y se repitió el protocolo hasta masa 

constante. Para calcular el contenido de cenizas, el material seco obtenido de la 

determinación de humedad en un crisol se ignifugó sobre una llama azul de un mechero hasta 

que se desprendió humo. El crisol de porcelana se calentó luego en una mufla mantenida a 

500 ± 5°C durante 2 h. Luego se enfrió en un desecador y se registró la masa. (Do Prado et 

al., 2014). Todas las muestras se midieron por triplicado. 

 

1.3.2.8 Análisis multielemental del extracto 

 

Se tomó una cantidad de muestra y se la secó en mechero y luego en estufa a 105 ± 2°C por 

48 h, hasta obtener el material lo más seco posible. Luego se tomó 1 g de la muestra seca 

en un crisol y se lo colocó en una mufla a 500 ± 2°C durante 48 h. Posteriormente, se dejó 

enfriar y se añadieron al crisol 2 mL de agua desionizada y 5 mL de una solución concentrada 

de HNO3. Una vez disuelta la materia sólida, se filtró y se llevó a volumen en un matraz de 25 

mL. El blanco de reactivos consistió en 5 mL de la solución concentrada de HNO3 llevada al 

mismo volumen final. La solución de la muestra luego fue medida en un espectrómetro de 

emisión atómica con plasma de microondas (Agilent Technologies, Melbourne, Australia). Se 

determinaron macro- y micro-elementos en la matriz de alcaucil (Millán & Abadía, 1981). Los 

resultados fueron expresados en mg del elemento/100 g de M.S del extracto (calculado a 

partir del contenido de su contenido de agua). La preparación de las muestras se realizó por 

duplicado y luego las mediciones se realizaron por triplicado.  

 

1.3.2.9 Análisis estadístico 

 

Los estudios estadísticos fueron realizados en el programa Prism 6.01 (GraphPad software 

Inc., San Diego, CA, EE. UU.) empleando un ANOVA de dos factores con un post-test de 



   

 

32 

 

Tukey para establecer diferencias significativas entre las medias de los parámetros 

analizados. 

 

 

 

 

1.4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

1.4.1 Mediciones agrícolas 

 

La Tabla 1.1 describe la forma, color, tamaño promedio y masa del capítulo de las tres 

variedades de Cynara scolymus L. del INTA estudiadas en esta tesis. Las flores de las tres 

variedades parecen compactas, con la variedad Gal presentando una estructura más 

globular. Además, las brácteas exteriores de las variedades Gal y Gri aparecen más oscuras 

y con tonalidades más violáceas que las de la variedad Sam.  

 

Tabla 1.1. Características morfológicas y agronómicas de los tres cultivares de INTA. 

Variedad 
Aspecto y 
forma 

Masa 
promedio 
(g) 

Altura 
promedio 
(cm) 

Color de 
brácteas 
externas 

Otras 
características 

Rendimiento 
de cosecha 
(kg.ha-1) 

Sam 
Compacto, 
ligeramente 
alargado 

151 ± 26A 9,9 ± 0,7A Verde 
amarillento 

 5061 ± 712A 

Gal 
Compacto, 
globular 

157 ± 37A 8,4 ± 0,6B 

Violáceo 
con tonos 
verdes 

 7313 ± 139A 

Gri 
Compacto, 
elongado 

162 ± 47A 8,8 ± 0,7C Violeta 
brillante 

Brácteas con 
pinches 

4706 ± 1448A 

Las mayúsculas indican diferencias estadísticas entre cultivares. 

 

Estas observaciones fueron confirmadas por las fotografías tomadas después de la cosecha 

y los valores L*, a*, b* de cada parte de cada variedad que se muestran en la Figura 1.5. En 

1995, Francis propuso que el color es una variable de apariencia importante que los 

consumidores consideran al evaluar la aceptación de los alimentos. Además, en 2017, 

García-Martínez y colaboradores (García-Martínez, Andreo-Martínez, Almela, Guardiola, & 

Gabaldon, 2017) demostraron que los alcauciles pueden exhibir vastas diferencias en los 

parámetros de color según su variedad, edad, momento de cosecha y factores ambientales. 
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Las brácteas de Sam presentaron el color más claro y brillante entre las tres variedades, como 

se confirmó por el valor L*. El color verde-amarillento de las brácteas de Sam fue corroborado 

por los valores más bajos y altos de a* y b* respectivamente, mientras que, tanto las brácteas 

de Gal como las de Gri presentaron valores altos de a* y bajos valores de b*, consistentes 

con su tono violáceo. A diferencia de las hojas de Gal y Gri, las hojas de la variedad Sam no 

mostraron diferencias estadísticas para el parámetro b* entre las mediciones del anverso y el 

reverso. Además, los valores de b* para brácteas y hojas de la variedad Sam estuvieron 

mucho más cercanos en comparación con la misma dispersión para las otras variedades, 

sugiriendo que los alcauciles de Sam muestran un tono verde más consistente en todas sus 

partes, como puede apreciarse a simple vista. En contraste, Gal y Gri muestran claramente 

una marcada diferencia entre el color de sus brácteas y el resto de la planta. De acuerdo con 

los resultados obtenidos para los valores de a* y b*, también se encontraron diferencias 

significativas para el matiz (h) entre las brácteas de Sam y las de Gal y Gri (Fig. 1.6-b). Las 

variedades Gal y Gri no mostraron diferencias estadísticas en todos los parámetros de color 

analizados, independientemente de la parte de la planta. 
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Figura 1.5. a) Parámetro L*, b) Parámetro a*, c) Parámetro b* para cada parte y cultivar del 
alcaucil diferenciando las mediciones del anverso y del reverso y fotos de cada cultivar 
analizado: d) Sam, e) Gal y f) Gri. El símbolo * representa diferencias significativas entre las 
mediciones del anverso y del reverso. Las letras en minúscula representan diferencias 
estadísticas entre cultivares para cada parte del alcaucil. 
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Figura 1.6. a) Parámetro C* y b) parámetro h para cada cultivar y parte del alcaucil 
diferenciando las mediciones del anverso y del reverso. 
 

 

Durante cada cosecha, las plantas fueron cortadas a mano para obtener el tallo más largo y 

la mayor cantidad de hojas posible, preservando al mismo tiempo la integridad de la planta 

para su posterior crecimiento. Para cada variedad de alcaucil cosechada, la masa promedio 

recolectada de las brácteas fue entre dos y tres veces mayor que la recolectada para los tallos 

y casi diez veces mayor que la recolectada para las hojas (Fig. 1.7-a). Además, la masa total 

cosechada no presentó diferencias significativas entre variedades. Sin embargo, la masa de 

hojas recolectadas para la variedad Sam fue significativamente mayor que la recolectada para 

las otras. El rendimiento del cultivo, incluido en la Tabla 1.1, que está relacionado con la 

cantidad de residuos generados, es otro factor importante que considerar para evaluar la 

utilización de una determinada variedad para la producción industrial. La cuantificación del 

cultivo se realizó durante 2017 y 2018 para obtener un rendimiento anual medio. El 

rendimiento más alto se obtuvo para la variedad Gal, seguido de Sam y Gri. Los alcauciles 

de las tres variedades presentaron una dimensión análoga, como se evidencia por la falta de 

diferencia significativa en longitud y diámetro del capítulo y longitud del tallo (Fig. 1.7-b). En 

cuanto al contenido de agua, se obtuvieron valores alrededor de 85ï87 ± 2 % b.h. sin 

diferencias significativas entre las diferentes partes de las plantas (Fig. 1.8), excepto para los 

tallos de Sam, que mostraron valores más altos (89 ± 1 % b.h.). 
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Figura 1.7. Mediciones agronómicas realizadas post cosecha (2017). a) Masa promedio para 
cada parte del alcaucil para cada cultivar por cosecha, b) dimensiones promedio de interés 
para cada variedad por cosecha. Las letras minúsculas indican diferencias estadísticas entre 
cada cultivar para cada subproducto y sus dimensiones características analizadas. 
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Figura 1.8. a) contenido de agua (base húmeda) para cada parte de cada cultivar. Las letras 
en minúscula indican diferencias significativas entre los cultivares y cada parte del alcaucil. 
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1.4.2 Selección del procedimiento de extracción 

 

1.4.2.1 Comparación de solventes 

 

Uno de los métodos para agregarle valor a los residuos agrícolas es extraer sus compuestos 

bioactivos para su posterior uso en productos tecnológicamente avanzados, como alimentos 

funcionales (Zuorro et al., 2015). Con este propósito, se llevaron a cabo estudios preliminares 

para evaluar la eficiencia de diferentes solventes y métodos de extracción. Al emplear agua 

como solvente de extracción, se observaron valores superiores de contenido total de fenoles 

(TPC) y capacidad de captación de radicales ABTS expresada en miligramos de equivalentes 

de ácido gálico (Fig. 1.9) en comparación con etanol al 75 %, para todos los métodos de 

extracción (maceración, ultrasonido y agitación magnética). Estos resultados sugieren que la 

mayoría de los compuestos fenólicos presentes en Cynara scolymus L. son solubles en agua, 

de acuerdo con (Llorach, Espín, Tomás-Barberán y Ferreres, 2002), por lo que el agua pura 

es un solvente adecuado para su extracción. Considerando estos hallazgos y en línea con las 

tendencias actuales en química verde (Welton, 2015), se seleccionó el agua como solvente 

de extracción para estudios posteriores, siendo no solo más eficiente que el etanol para la 

extracción deseada, sino también más económico y fácilmente disponible. Además, ni el TPC 

ni la capacidad de captación de radicales ABTS presentaron diferencias estadísticas para 

cada uno de los extractos obtenidos de diferentes técnicas de extracción. La maceración fue 

descartada debido a la formación de hongos al utilizar agua como solvente de extracción. 

Finalmente, se eligió la agitación magnética de 1 h como el método preferencial para estudios 

posteriores debido a sus costos operativos y de mantenimiento más bajos, así como su 

facilidad para el escalado a nivel industrial. Nuestros hallazgos fueron similares a los de Kollia 

y colaboradores en 2016 (Kollia et al., 2016), quienes compararon diferentes métodos de 

extracción (extracción asistida por ultrasonido, maceración e infusión) para la extracción de 

compuestos fenólicos de diferentes partes (cabeza, brácteas y tallos) de Cynara scolymus L. 

y no encontraron diferencias significativas en compuestos fenólicos totales y capacidad 

antioxidante entre los métodos de extracción. Además, en 2019, Jiménez-Moreno y 

colaboradores (2019) compararon procedimientos con y sin asistencia de ultrasonido para la 

extracción acuosa de ácidos hidroxicinámicos y flavonoides de los desechos de alcaucil. 

Encontraron que la extracción al 100 % con agua sin ultrasonido funcionó de manera similar 

o mejor para la mayoría de los compuestos extraídos que la extracción con ultrasonido. 
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Figura 1.9. a) TPC y b) CA de ABTS expresados en mg equivalentes de ácido gálico por 
gramo de masa fresca de muestra para tres métodos de extracción usando agua o etanol al 
75 % como solventes de extracción. El promedio (n=6, de diferentes partes del subproducto 
de alcaucil) y desvío estándar incluidos. Las letras en minúscula indican diferencias 
significativas. Mac: maceración; Agi: agitación; US: ultrasonido. 
 

1.4.2.2 Comparación de métodos de extracción 

 

Al estudiar las variedades de Cynara scolymus L. del INTA, se encontró que los tallos 

presentaron los valores más altos de TPC y CA de ABTS para las tres variedades y todas las 

variaciones en el procedimiento de extracción empleado, como se muestra en la Figura 1.10. 

Al comparar entre variedades, Sam mostró los valores más altos de TPC tanto para hojas 

como para tallos, mientras que mostró los valores más bajos de TPC para brácteas. Estos 

hallazgos pueden sugerir que en la variedad Sam la mayoría de los compuestos fenólicos 

están concentrados entre las hojas y el tallo. Gal y Gri no mostraron diferencias estadísticas 

entre ellos, ni para el TPC ni para CA de ABTS en ninguna de las partes de la planta. Con 

respecto a los procedimientos de extracción, C + T mostró los valores más altos en TPC para 

cada variedad y cada parte de la planta, sin mostrar diferencias estadísticas con los 

procedimientos C y C + T + Ce para CA de ABTS. Es posible que el uso de una procesadora 

para obtener una trituración más fina de las muestras permita una mejor liberación de los 

compuestos fenólicos en la solución, lo que resulta en valores más altos de TPC. 

Al mismo tiempo, al emplear el procedimiento C + T + Ce, se observa una disminución en el 

TPC para cada variedad y parte de la planta en comparación con los procedimientos C y C + 

T, aunque este fenómeno no se observa para CA de ABTS, para el cual no se encuentran 

diferencias estadísticas al comparar los procedimientos C + T y C + T + Ce para cada variedad 

y cada parte de la planta. Una posible explicación de estos resultados es que la centrifugación 

puede arrastrar de la solución compuestos fenólicos ligeramente solubles u otros compuestos 
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que dan señal en el ensayo de TPC pero que no afectan a los compuestos solubles en agua 

responsables de la capacidad antioxidante. Cabe destacar que esta disminución en el TPC 

puede no afectar directamente o correlacionarse con CA de ABTS y FRAP porque, por un 

lado, la capacidad antioxidante es un resultado no solo de compuestos fenólicos, sino también 

de otros compuestos bioactivos, como el ácido ascórbico. Por otro lado, no todos los 

compuestos fenólicos exhiben capacidades antioxidantes análogas (Álvarez et al., 2016). Si 

el objetivo de la extracción fuera obtener la concentración más alta posible de compuestos 

bioactivos, se preferiría el procedimiento C + T independientemente de la variedad de alcaucil 

y la parte seleccionada. Sin embargo, es importante considerar que el proceso de 

centrifugación produjo soluciones mucho más límpidas, lo que hace que este sea un paso 

valioso para métodos de cuantificación más precisos o sofisticados donde la interferencia y 

la turbidez podrían ser motivo de preocupación.  
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Figura 1.10. a) Contenido total de compuestos fenólicos, b) Capacidad antioxidante de ABTS 
y c) poder de reducción de hierro expresados en mg equivalentes de ácido gálico por gramo 
de masa fresca para diferentes procedimientos de extracción. A es agitación magnética; T es 
trituración con procesador y C es centrifugación. Las líneas punteadas agrupan los datos 
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según sus diferencias significativas con p<0,05, considerando que los símbolos atravesados 
por las líneas pertenecen a ambos grupos adyacentes. El círculo en a) representa diferencias 
significativas entre las muestras.  
 

Para comprender mejor la capacidad antioxidante de las variedades, se midió el poder de 

reducción de hierro (FRAP) de los alcauciles para los procedimientos C + T y C + T + Ce (Fig. 

1.10-c). De manera similar al TPC y CA de ABTS, para ambos procedimientos de extracción, 

los tallos mostraron la mayor capacidad de FRAP en comparación con las hojas y las 

brácteas, mientras que, entre las variedades, Sam presentó el valor más alto de FRAP para 

hojas y tallos, pero el más bajo para brácteas. No se encontraron diferencias significativas 

para el valor de FRAP entre las variedades Gal y Gri para ninguna de las partes analizadas.  

 

La Tabla 1.2 muestra el contenido de antocianinas monoméricas obtenido para las muestras 

después del tratamiento C + T + Ce. Los tallos presentaron el mayor contenido de 

antocianinas entre las partes del alcaucil. Las brácteas de la variedad Gal también mostraron 

un contenido relativamente alto de antocianinas monoméricas (0,19 ± 0,02 mg de cianidina-

3-glucósido/100 g de masa fresca). Para ambos procedimientos, C + T y C + T + Ce, los tallos 

de Sam mostraron la mayor capacidad antioxidante de FRAP (Fig. 1.10-c) y el mayor 

contenido de antocianinas monoméricas (0,76 ± 0,03 mg de cianidina-3-glucósido/100 g de 

masa fresca), pero no se encontró ninguna otra correlación entre el contenido de antocianinas 

y el TPC, FRAP o CA de ABTS. Sin embargo, se encontró una correlación entre TPC, FRAP 

y CA de ABTS (Fig. 1.11 y 1.12), lo cual es esperado considerando que todos los métodos 

involucran en cierta medida la capacidad de transferencia de electrones de los compuestos 

fenólicos. Por lo tanto, los altos valores de compuestos fenólicos totales y el alto rendimiento 

en ensayos de actividad antioxidante obtenidos para los extractos acuosos, en comparación 

con otros trabajos (Jiménez-Moreno et al., 2019; Lavecchia et al., 2018; Mena-García et al., 

2020), hacen que estos procedimientos relativamente económicos y operativamente simples 

sean un método potencialmente atractivo para la explotación a gran escala de un subproducto 

de la producción agrícola que de otra manera tendría un bajo valor. Maietta et al., (2017) 

también encontraron una tendencia similar al comparar extracciones alcohólicas y acuosas 

para tallos y brácteas de una variedad local de alcaucil, obteniendo las concentraciones más 

altas de compuestos fenólicos y capacidad antioxidante para extractos acuosos de tallos. Por 

otro lado, Amoriello et al., 2022, optimizaron un proceso de extracción asistida por ultrasonido 

utilizando una temperatura de 60 °C y un solvente de extracción a base de etanol y obtuvieron 

un TPC de 22,4 mg EAG/g M.S para un extracto obtenido a partir de una mezcla de tallos y 

brácteas de alcaucil. Ese valor es aproximadamente el 70 % de aquel obtenido en este trabajo 

para los tallos de la variedad Sam y el procedimiento C+T (Fig 1.8-a, Fig 1.10-a) al 

considerarlo en base seca, lo que corrobora que esta materia prima es particularmente rica 
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en compuestos fenólicos y que el proceso de extracción con solventes verdes y de bajo costo 

es efectivo para su extracción. 

 

Tabla 1.2. Contenido de antocianinas monoméricas expresado en mg equivalentes de cyd-3-
glu por 100 g de masa fresca de muestra para muestras tratadas con el procedimiento A+T+C. 

Cyd-3-glu  
mg / 100 g Mf 

Sam  Gal  Gri  

Hojas 0,16 ± 0,01B,a 0,03 ± 0,01B,b No detectado 

Tallos 0,76 ± 0,03A,a 0,15 ± 0,01A,b 0,13 ± 0,01A,b 

Brácteas 0,10 ± 0,01C,b 0,19 ± 0,02A,a 0,05 ± 0,01B,c 

Las letras en mayúsculas indican diferencias significativas entre las partes del alcaucil para cada 
cultivar mientras que las letras en minúsculas indican diferencias significativas entre cultivares para 
cada parte del alcaucil. 
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Figura 1.11. Correlaciones entre TPC, CA de ABTS y FRAP para el procedimiento C+T. 
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Figura 1.12. Correlaciones entre TPC, CA ABTS y FRAP para el procedimiento C+T+Ce. 
 

 

1.4.2.3 Escaldado  

 

Se implementó por primera vez un proceso de escaldado postcosecha, probando dos tiempos 

de procedimiento, como se muestra en la Figura 1.13. Los resultados de TPC, CA de ABTS 

y FRAP de los extractos acuosos obtenidos mostraron grandes diferencias significativas entre 

las muestras escaldadas y el control, generando un aumento de 8 y 4 veces en el contenido 

de TPC y CA de ABTS, respectivamente, para todos los subproductos y variedades. También 

se encontró una pequeña pero significativa diferencia en TPC y CA de ABTS entre los dos 

tiempos de procedimiento. El escaldado desactiva la enzima polifenol oxidasa (PPO), que 

cataliza la oxidación de compuestos fenólicos, produciendo así el oscurecimiento y una 

disminución en la calidad del alimento o extracto. Se han reportado resultados similares que 

corroboran la utilidad de la técnica de escaldado para preservar propiedades bioactivas en 

otros vegetales como frijoles y guisantes (Wen et al., 2010). Sin embargo, considerando el 

costo involucrado en el escaldado y que el mayor porcentaje de aumento en las propiedades 

antioxidantes in vitro se obtuvo al hacerlo por 5 min, se consideró que las muestras 

escaldadas a 5 min son adecuadas y se seleccionó esta condición para los experimentos 
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posteriores. Para algunos ensayos en los siguientes capítulos, se utilizaron muestras 

escaldas a 10 minutos según disponibilidad de la materia prima; esto se detalla en las 

respectivas secciones de materiales y métodos. 
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Figura 1.13 a) TPC, b) ABTS y c) FRAP para hojas, tallos y brácteas de alcauciles 
cosechadas durante 2018 para tres tiempos de escaldado: I) 0 minutos, II) 5 minutos y III) 10 
minutos. 
 

1.4.3 Identificación de compuestos fenólicos 

 

La identificación de los compuestos fenólicos en cada muestra se resume en la Tabla 1.3. 

Considerando la información obtenida a partir de los espectros de masas: tiempos de 

retención, así como límites de detección y cuantificación (Tablas A1-A9 en el anexo), fue 

posible identificar 13 compuestos fenólicos: 12 ácidos fenólicos y 1 flavonoide (kaempferol-3-

O-glucósido o astragalina). Los compuestos fenólicos más reportados en los alcauciles, el 

ácido 5-O-cafeoilquínico y los ácidos dicafeoilquínicos y sus derivados, están presentes en 

todas las muestras (Lattanzio et al., 2009). Ya se demostró que los ácidos dicafeoilquínicos 

ejercen propiedades coleréticas, hipocolesterolémicas y antidispépticas (Lattanzio et al., 

2009). Además, se confirmaron los efectos positivos en la salud humana del ácido 5-O-

cafeoilquínico y se ha relacionado con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 
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antitumorales (Zhan et al., 2020). El flavonoide que solo está presente en las hojas, en las 

tres variedades, se ha identificado en más de 70 plantas y se ha asociado con propiedades 

antihemorrágicas, antiplaquetarias, antioxidantes, antimicrobianas y antitumorales (Riaz et 

al., 2018). Varios derivados de ácido cafeoilquínico de diferentes pesos moleculares se 

encontraron en diferentes partes de las plantas y variedades, sin una tendencia aparente. 

Solo se observó el derivado de ácido cafeoilquínico de peso molecular 614 en tallos y brácteas 

de todas las variedades, en una tendencia opuesta con respecto a kaempferol-3-O-glucósido. 

Se encontró un derivado de ácido p-cumárico en todas las muestras de Sam y en tallos y 

brácteas de la variedad Gal. Sin embargo, estuvo completamente ausente en la variedad Gri. 

El ácido p-cumárico es un precursor de las antocianinas y se ha estudiado en la biosíntesis 

de pigmentos de cianidina (Plata et al., 2002). Como se muestra en la Tabla 1.3, las muestras 

donde se encontró este derivado fueron aquellas que presentaron los valores más bajos de 

contenido de antocianinas. 

 

Tabla 1.3. Compuestos encontrados para cada muestra en el análisis de HPLC-MS, desde 
los tiempos de retención más bajos a los más altos. 

*fragmento más abundante post MS/MS 

 

El análisis intensivo por HPLC-MS permitió identificar la mayor cantidad de compuestos 

bioactivos posible en cada parte del residuo crudo de las tres variedades de alcaucil del INTA. 

Compuesto MW 
MS² (-) 
(m/z)* 

Sam 
H 

Gal 
H 

Gri 
H 

Sam 
T 

Gal 
T 

Gri 
T 

Sam 
B 

Gal 
B 

Gri 
B 

3-O-ácido 
cafeoilquínico 

354 191 
 x x x x x x x x 

4-O-ácido 
cafeoilquínico 

354 191 
x   x      

Derivado del ácido 
p-cumárico 

244 119 
x   x x  x x  

Derivado del ácido 
cafeoilquínico 

192 - 
x x  x x x x x x 

5-O- ácido 
cafeoilquínico 

354 191 
x x x x x x x x x 

Derivado del ácido 
cafeoilquínico 

412 191 
 x    x    

Derivado del ácido 
cafeoilquínico 

452 191 
   x x x x x x 

Dímero del ácido 
cafeoilquínico  

708 191 
x x  x x  x   

Ácido 
tricafeoilquínico 

678 - 
x   x x  x   

kaempferol-3-O-
glucósido 

448 285 
x x x       

Derivado del ácido 
cafeoilquínico 

310 127 
 x x x      

Ácido 3,5-
dicafeoilquínico  

516 191 
x x x x x x x x x 

Derivado del ácido 
cafeoilquínico 

614 191 
   x x x x x x 
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Aunque se ha informado que la mayoría de los ácidos clorogénicos se extraen de manera 

efectiva tanto con soluciones acuosas como con soluciones metanólicas/etanólicas (Jiménez-

Moreno et al., 2019) y que se pueden obtener altas concentraciones de TPC y actividad 

antioxidante con extracción acuosa pura (Jiménez-Moreno et al., 2019; Lavecchia et al., 2018; 

Mena-García et al., 2020), es posible que algunos de esos compuestos no se transfieran a 

los extractos acuosos.  

 

1.4.4 Consideraciones sobre rendimientos y factibilidad de la 

extracción 

 

Teniendo en cuenta la información general recopilada en este capítulo, es interesante discutir 

que, aunque los estudios agrícolas indicaron que las brácteas son la parte más disponible de 

la planta después de la cosecha por una relación de 2:1 en masa cruda en comparación con 

los tallos para cada variedad, se obtiene un aumento de un factor de cuatro en la CA de ABTS, 

FRAP y compuestos fenólicos extraídos por gramo de material de tallos en comparación con 

las brácteas para la variedad Sampedrino. Basándonos en estos resultados integrales, 

considerando el importante rendimiento del cultivo y la disponibilidad, así como los altos 

valores de propiedades bioactivas, la extracción acuosa de compuestos fenólicos de los 

tallos, especialmente de la variedad Sam, es un método conveniente para la adición de valor 

a este producto en términos de eficiencia y costos de extracción. Las brácteas, por otro lado, 

podrían ser potencialmente valoradas y utilizadas para otros tipos de transformación de 

biomasa, como la producción de bioenergía (Lavecchia et al., 2018; Zayed & Farag, 2020) 

debido a las grandes cantidades producidas y al bajo contenido fenólico relativo a las otras 

partes del subproducto. Además, la extracción del flavonoide astragalina, importante desde 

el punto de vista medicinal y presente en las hojas de cada una de las tres variedades, podría 

ser prometedora para aplicaciones específicas debido a sus notables propiedades (Riaz et 

al., 2018), incluso si la disponibilidad general y la actividad bioactiva de los extractos acuosos 

de hojas fueron muy pobres. 

 

1.4.5 Contenido de agua, cenizas y análisis multielemental del 

extracto 
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Considerando todos los resultados descriptos anteriormente, no solo sobre la capacidad 

antioxidante y composición de compuestos fenólicos, sino también evaluando las 

características agrícolas y su disponibilidad, se decidió seleccionar al extracto acuoso de 

tallos de la variedad Sampedrino obtenido a partir del procedimiento C+T+Ce como matriz 

para ser encapsulada en los subsiguientes ensayos. Para complementar el análisis proximal 

sobre el extracto seleccionado que se desarrolló en este capítulo y con el fin de identificar la 

presencia de micronutrientes que puedan potenciar sus propiedades benéficas para la salud, 

se realizó un estudio multielemental por espectroscopía de emisión atómica. La Tabla 1.4 

muestra el contenido de agua y de cenizas del extracto y los elementos encontrados en él, 

en orden decreciente de concentración en el extracto seco. El contenido promedio de 

compuestos minerales, expresado como cenizas, resultó ser de 11,64 g/100 g M.S (Tabla 

1.4) confirmando un alto contenido de minerales como reportado en bibliografía (Salekzamani 

et al., 2019). Como puede observarse, el extracto resultó ser muy rico en potasio, siendo este 

el elemento presente en mayor concentración. Esto ya ha sido reportado anteriormente 

(Ayuso et al., 2024; Colla et al., 2013) y se le ha atribuido esta alta concentración al rol que 

tiene el potasio en el ciclo de crecimiento de la planta. Comparando con el valor promedio de 

concentración de potasio, que se sitúa entre 500 y 2100 mg/100 g de MS en Colla et al., 2013 

y Ayuso et al., 2024, respectivamente, es posible notar que el obtenido en el extracto aquí 

desarrollado fue significativamente mayor; sin embargo, es importante destacar que la 

mayoría de los estudios reportados sobre la composición de micronutrientes de extractos de 

alcaucil son realizados sobre extractos obtenidos a partir de hojas o brácteas y no de tallos.  

De hecho, este resultado está en línea con aquel obtenido para el contenido de fenólicos 

totales y capacidad antioxidante, donde se encontró que los tallos presentaron un contenido 

notablemente más elevado en esos parámetros no solo respecto a las hojas y brácteas (de 

todas las variedades) sino también en comparación con la bibliografía. Por lo tanto, si se 

considera que el potasio está involucrado en el metabolismo de la planta, es razonable pensar 

que habrá un aumento de su concentración concomitante en aquellas partes donde además 

se identifiquen aumentos en metabolitos, como justamente, los compuestos fenólicos. El 

extracto también presentó una elevada concentración de sodio (369 mg Na/100 g MS); esta 

concentración es sensiblemente más alta que aquella obtenida por Biel et al., (2019) para un 

extracto de hojas de alcaucil (194 mg Na/100 g MS). En general, el contenido de sodio en 

extractos y materias primas procedentes de plantas para uso medicinal es bastante variable, 

desde 3 mg/100 g MS hasta 200 mg/100g MS (Biel et al., 2019) y es importante que sea 

tenido en cuenta ya que el consumo de estos productos por sus ya mencionados efectos 

beneficios para la salud podría llegar a contribuir a una ingesta elevada de sodio excediendo 

los valores recomendables. Sin embargo, por un lado, en general se consumen pequeñas 

cantidades de extractos y materiales de plantas ya que contienen muy elevadas cantidades 
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de compuestos bioactivos por lo que la ingesta de sodio de esta fuente suele ser mínima (Biel 

et al., 2019). Por otro lado, específicamente el extracto aquí desarrollado contiene además 

altas concentraciones de potasio, por lo que la relación Na:K, como se muestra en la Tabla 

1.5, se sitúa por debajo del límite máximo recomendado por la WHO (2024). Es importante 

destacar que una relación tan baja de estos minerales tampoco es ñidealò pero debe 

considerarse que los argentinos, en promedio, consumen más del doble de la recomendación 

diaria de sodio (Jereb, 2016), principalmente proveniente de alimentos sólidos y sal de mesa; 

en este sentido entonces, consumir alimentos ricos en potasio es recomendable para obtener 

una relación más deseable. 

 

Tabla 1.4. Caracterización química del extracto acuoso obtenido a partir del procedimiento 
C+T+Ce en tallos de alcaucil de la variedad Sampedrino. Los elementos indicados con un 
asterisco corresponden a posibles interferentes en la formación de matrices de Ca(II)-alginato 
(capítulos 3 a 6).  

Determinación   
Humedad b.h (%) 99,36 ± 0,01  

Cenizas b.s (%) 11,64 ± 0,01 

Análisis elemental   

Macroelementos (mg/100 g MS extracto)   

K  4814 ± 49 
Na 369 ± 58 
Ca 132 ± 2 
Mg 39,6 ± 0,4 

Microelementos (mg/100 g MS extracto)   

Fe* 10,7 ± 0,1 
Se 3,1 ± 0,3 
Zn* 2,3 ± 0,1 
Cu* 1,3 ± 0,1 
Mn 0,6 ± 0,1 
Cr 0,4 ± 0,1 

Ba* 0,4 ± 0,1 
Sr 2,7 ± 0,1 

Tóxicos (mg/100 g MS extracto)   

Cd < 0,01 
Ni < 0,05 
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El extracto acuoso desarrollado en este trabajo resultó además ser una fuente importante de 

calcio (132 mg Ca/100 g MS) y magnesio (39, 6 mg Mg/100 g MS). Si bien los niveles de 

calcio en suero se mantienen en un rango normal por reabsorción desde los huesos, la ingesta 

de calcio por dieta es la única manera de reabastecer las reservas en los huesos mismos 

(Blaine et al., 2014). Aproximadamente la absorción neta de calcio en el cuerpo humano es 

del 20 %; de cada 1000 mg de ingesta de calcio por la dieta, solo 400 mg llegan al intestino y 

de esos, 200 mg se pierden por vías de excreción (Blaine et al., 2014). El magnesio, por su 

parte, es fundamental para el transporte del calcio hacia los huesos y del potasio a través de 

las membranas plasmáticas (Biel et al., 2019).  En este extracto se obtuvo una relación de 

Ca:Mg de 3,3:1 y de K:Mg de 122:1, ambos significativamente más elevados que los valores 

recomendados (Tabla 1.5). 

 

Los micronutrientes como zinc, hierro, manganeso, cobre, selenio y cromo tienen un rol 

importante en la mitigación del estrés oxidativo siendo componentes de la respuesta 

enzimática (Biel et al., 2019). Particularmente, la deficiencia de zinc es un problema de salud 

pública que azota a la población mundial (Yokokawa et al., 2024) afectando a más de 2 mil 

millones de personas. El extracto acuoso obtenido en este trabajo presentó una concentración 

de zinc de 2,3 mg/100 g M.S (Tabla 1.4), similar a aquella obtenida para extractos de tallos 

de alcaucil y de hojas de diente de león, y considerada adecuada para un suplemento dietario 

(Ayuso et al., 2024; Biel et al., 2019). El extracto también contuvo una concentración 

relativamente elevada de hierro (10,7 mg/100 g M.S, Tabla 1.4), en el mismo orden que otras 

fuentes típicamente ricas en este elemento, como hojas de abedul (16,5 mg/100 g M.S) y 

hojas de menta (5,0-23,9 mg/100 g M.S) (Biel et al., 2019) y muy por encima de aquella 

obtenida para un extracto de hojas de alcaucil (1,9 mg/100 g M.S, Biel et al., 2019). Por otro 

lado, el manganeso (presente en cantidades menores a 1 mg /100 g M.S) es absorbido en 

pequeñas cantidades respecto al total absorbido por la dieta (entre 1 % y 5 %, Chen et al., 

2018). Esta absorción está influenciada, entre otras cosas, por los niveles de zinc y hierro; la 

relación Fe:Mn es especialmente importante ya que ambos metales compiten por la misma 

proteína en suero (transferrina) y por los sistemas de transporte de la proteína DMT-1 

(transportador de metales divalentes) (Biel et al., 2019). El extracto acuoso de tallo de alcaucil 

presentó una relación Fe:Mn de 17,4:1 y una relación de Mn:Zn de 0,3:1 (Tabla 1.5). La 

primera se sitúa abundantemente por encima del valor recomendable mientras que la 

segunda solo ligeramente, lo que indicaría que el extracto contiene una cantidad adecuada 

de Mn, pero una concentración particularmente elevada de Fe como fuera mencionado 

anteriormente. Adicionalmente, el extracto mostró concentraciones significativas de selenio, 

cobre y estroncio (Tabla 1.4). El estroncio es un elemento alcalino térreo con propiedades 

similares al calcio; se han reportado efectos positivos en la salud de los huesos y de los 
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dientes relacionados con su consumo si bien no es normalmente considerado un elemento 

esencial (Liu et al., 2024). Sin embargo, existe cierta evidencia de que un consumo elevado 

de estroncio podría ser perjudicial ya que compite con el calcio en los huesos potencialmente 

impactando la densidad ósea (Melnyk et al., 2019). Este efecto estaría correlacionado con la 

relación Ca:Sr, y de hecho ha sido informado que una relación >100:1 (HHS, EE. UU., 2019) 

es recomendable en el agua para consumo y en la dieta para disminuir los potenciales efectos 

adversos de la exposición a estroncio. El extracto acuoso de alcaucil presentó una relación 

Ca:Sr de 330,0:1 (Tabla 1.5), ampliamente por encima de los valores recomendados. El cobre 

y el selenio, por otro lado, son elementos constitutivos claves en proteínas y diversas enzimas 

esenciales para la manutención de la salud fisiológica. Recientemente, Pasco et al. (2024) 

asociaron bajos consumos de cobre y/o selenio en la dieta con valores insuficientes de 

densidad mineral ósea en una muestra de 522 mujeres. A tal efecto, resultaría conveniente 

entonces consumir alimentos y productos que contengan estos elementos para potenciar su 

consumo en dietas tradicionales. Finalmente, se encontró una concentración de cromo de 0,4 

mg/100 g M.S (Tabla 1.4) la cual es bastante más elevada que aquella encontrada en otros 

trabajos (1,5 µg/100 g M.S de extracto de hojas de alcaucil, Biel et al., 2019); sin embargo, 

algo de cromo pudo haber sido transferido desde el equipamiento de acero inoxidable del 

laboratorio hacia el extracto (Kuligowski et al., 1992). Respecto a los microelementos tóxicos, 

cadmio y níquel, no se encontraron concentraciones significativas en el extracto (Tabla 1.4). 

 

Tabla 1.5. Relación entre algunos de los elementos presentes en el extracto acuoso obtenido 
a partir de tallos de Sampedrino con el procedimiento C+T+Ce. Se incluye la relación 
recomendada por la US dietary guidelines. 

Relación entre elementos Extracto 
Ingesta diaria recomendada 

(IDR) 

Ca:Mg 3,3:1 2,4:1 

K:Mg 122,01:1 11,2:1 

Na:K 0,08:1 0,5:1 

K:(Ca+Mg) 28,1:1 3,3:1 

(K+Na):(Ca+Mg) 30,3:1 4,9:1 

K:Ca 36,6:1 4,7:1 

Fe:Mn 17,4:1 3,5:1 

Mn:Zn 0,3:1 0,2:1 

Ca:Sr 330,0:1 >100:1 
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1.5 CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Este estudio evaluó de manera extensa los subproductos de alcaucil generados durante la 

cosecha y propuso una revalorización de este material basada en sus características 

agrícolas, disponibilidad, contenido de compuestos fenólicos y minerales, y la viabilidad de 

su recuperación mediante métodos económicos y verdes. Los resultados de la presente tesis 

muestran que los residuos de alcaucil de las tres variedades producidas en el INTA son una 

fuente utilizable y relevante de compuestos fenólicos que pueden ser explotados mediante 

procedimientos de extracción económicos y escalables. En este sentido, los tallos de la 

variedad Sampedrino resultaron ser el material más adecuado para la extracción de 

compuestos fenólicos dado que registraron la segunda mayor disponibilidad durante la 

cosecha y, según los resultados de nuestro trabajo, presentaron compuestos fenólicos claves 

ya reportados en alcaucil, así como el mayor número de derivados de ácido clorogénico y sus 

extractos acuosos mostraron los valores más altos de TPC, CA de ABTS y FRAP. Por lo 

tanto, los extractos acuosos obtenidos presentan una concentración de compuestos fenólicos 

y capacidad antioxidante comparable y en algunos casos mayor a la obtenida por otros 

investigadores y son adecuados para su posterior encapsulación o aplicación en alimentos 

funcionales. Para los subsiguientes trabajos desarrollados en esta tesis y descriptos en los 

capítulos que siguen, se utilizó el extracto acuoso obtenido mediante el procedimiento 

C+T+Ce (Corte con cuchillo, Trituración con licuadora y Centrifugado) a partir de los tallos de 

la variedad Sampedrino, tratados postcosecha con un escaldado de 5 minutos. Este extracto, 

por otra parte, presentó altas concentraciones de minerales importantes para la salud 

fisiológica; principalmente, se destacó el contenido de calcio y magnesio entre los 

macroelementos y hierro y zinc entre los microelementos. Algunas de las proporciones 

determinadas para los elementos analizados difirieron significativamente de aquellas 

recomendadas y esto debe ser considerado en las potenciales aplicaciones en alimentos; sin 

embargo, es importante resaltar que en general los extractos, ya sea consumidos 

directamente o encapsulados, representan un pequeño porcentaje de la ingesta total de una 

persona. Asimismo, ciertos valores de minerales deben ser tomados en contexto, como es el 

caso del potasio, cuya ingesta adicional para reducir eventos cardiovasculares podría ser 

promovida en poblaciones que presenten un bajo consumo de potasio y un alto consumo de 

sodio. 
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CAPÍTULO 2. 
 

 

 

Efecto de las condiciones de síntesis en las propiedades 

estructurales de cápsulas de Ca(II)-alginato. 
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2.1 INTRODUCCIÓN 

 

2.1.1 Encapsulación de compuestos bioactivos 

 

El estudio de la encapsulación de compuestos bioactivos ha despertado un gran interés en 

las últimas décadas entre la comunidad científica e industrial debido a la necesidad de 

proteger estos compuestos y vehiculizarlos para poder ser utilizados en condiciones 

controladas. Una matriz de encapsulación no solo protege a los compuestos de agentes 

externos que ocasionan degradación (como la luz, la temperatura y el pH), sino que además 

media sus interacciones con el medio. Estos sistemas han sido empleados en la industria 

farmacéutica (Oshi et al., 2021), de alimentos (Li et al., 2021) y médica (Iravani et al., 2022).  

 

Tabla 2.1. Algunas de las técnicas y matrices de encapsulación comúnmente utilizados para 
encapsulación de compuestos bioactivos. 

T£CNICA 
BIOACTIVOS 
ENCAPSULADOS 

MATRICES DE 
ENCAPSULACIčN 

REFERENCIAS 

SECADO POR 
ASPERSIčN 

Aceite de pescado, 
saborizantes, 
carotenoides, 
p®ptidos, bacterias 
probi·ticas   

Almid·n y almid·n 
modificado, 
quitosano, prote²nas, 
gomas naturales 

Jafari et al., (2008); 
Reineccius (1988) 

COACERVACIčN 

Ćcidos grasos 
poliinsaturados, 
aceites esenciales, 
saborizantes, 
enzimas 

Gomas, prote²nas, 
almid·n, 
maltodextrina, goma 
x§ntica, pectina 

Tamjidi et al., (2012);  
Mendanha et al., 
(2009) 

EXTRUSIčN 

Saborizantes, 
carotenoides, 
bacterias probi·ticas, 
aceites, enzimas, 
compuestos 
fen·licos 

Alginato de sodio, 
maltodextrina, 
almid·n modificado, 
pectina 

Risch (1988); Wang et 
al., (2013); Rijo et al., 
(2014); Santagapita et 
al., (2011) 

ENCAPSULACIčN 
EN LECHO FLUIDO 

Bacterias 
probi·ticas, 
vitaminas, §cido 
l§ctico, carotenoides 

Celulosa, 
maltodextrina, 
gomas, prote²nas 

Hemati et al., (2003); 
Benelli et al., (2015) 

COMPLEJOS DE 
INCLUSIčN 

L²pidos, aromas, 
fitoqu²micos, 
compuestos 
fen·licos, vitaminas 

ɓ-ciclodextrinas, 
almid·n modificado, 
amilosa 

Favre et al., (2018); 
Maraulo et al., (2021) 

ELECTROSPINNING 

Compuestos 
fen·licos, vitaminas, 
prote²nas, p®ptidos, 
probi·ticos 

Policaprolactona, 
gelatinas, Zein 

Aytac et al., (2017); 
Chen et al., (2022) 

NANOEMULSIčN 
ɓ-caroteno, aromas, 
curcumina, aceites 

Quitosano, gomas, 
carbohidratos 

 
Jafari et al., (2006); 
Banasaz et al., (2008);  
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Las estrategias de encapsulación varían enormemente según criterios como el método por el 

cual se obtiene el sistema encapsulado, su tamaño y los agentes usados para la 

encapsulación pudiendo generar productos de variada índole: matrices sólidas tanto 

homogéneas como heterogéneas, geles, coacervados o emulsiones. En la Tabla 2.1 se 

encuentran resumidas algunas de las técnicas y agentes encapsulantes más comunes. 

Para el uso en aplicaciones alimentarias, los materiales de encapsulación deben ser 

reconocidos como generalmente seguros (GRAS) (Shishir et al., 2018). Estos son en general 

proteínas, carbohidratos y lípidos (Wandrey et al., 2010). En esta tesis se emplearon cápsulas 

de alginato de sodio preparadas por la técnica de gelación ionotrópica externa mediante un 

goteo sobre un baño de cloruro de calcio debido a su robustez, factibilidad y potencial de 

escalado.  

 

2.1.2 Alginato de sodio 

El alginato es un polímero lineal aniónico e hidrofílico que se encuentra de manera natural y 

que contiene bloques de §cido ɓ-D-manur·nico (M) y §cido Ŭ-L-gulurónico (G) unidos en (1-

4), formando regiones de bloques M y G, así como bloques alternantes MG (Lee & Mooney, 

2012), como puede observarse en la Figura 2.1. Los alginatos obtenidos de diferentes fuentes 

pueden presentar distintos porcentajes y distribuciones de bloques M y G, que dependen de 

la fuente biológica de extracción, del crecimiento y de las condiciones ambientales de la 

planta, lo que a su vez influye significativamente en su reactividad (Fertah et al., 2017; Hay et 

al., 2013). Las propiedades mecánicas de los potenciales geles de alginato suelen mejorarse 

al aumentar la longitud de los bloques G y el peso molecular (Hu et al., 2021). La importancia 

del alginato como biopolímero es vastamente reconocida debido a su amplio rango de 

aplicaciones en diversos campos como el biomédico, la administración de fármacos, la 

ingeniería de tejidos y el alimentario (Sahoo et al., 2021). Además de usarse como espesante 

y estabilizante en alimentos, también se ha comenzado a emplear como agente gelificante de 

encapsulación en esta industria, como será discutido más adelante en esta tesis (Xu et al., 

2024). 
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Figura 2.1. Representación esquemática de los bloques de los ácidos que conforman al 
alginato. 
 

2.1.2.1 Masa molecular y solubilidad del alginato 

 

La masa molar del alginato generalmente se ubica en el rango de 32-400 kDa dependiendo 

de su fuente, especie y proceso de extracción (Hu et al., 2021). Las propiedades de los geles 

resultantes incluyendo sus propiedades mecánicas, hinchazón, encogimiento, y resistencia a 

la interferencia de otros cationes pueden ser ampliamente afectadas por la masa molar del 

alginato. En general, mayor es la masa molar, mayor será la velocidad de gelación, la fuerza 

del gel y la viscosidad. Este efecto es particularmente notorio si la masa molar está por debajo 

de 240 kDa; por encima de ese valor, el efecto en la fuerza de los geles es despreciable (Hu 

et al., 2021). En esta tesis se usó el mismo alginato de sodio (detallado en la sección 2.3) 

para la síntesis de todos los geles (menos para aquellos sintetizados con fines de análisis 

sensorial, como se discutirá más adelante) de manera tal que la masa molar y la relación 

entre bloques M/G del alginato quedara fija y no fuera un factor variable entre los ensayos. 

 

El alginato es soluble en agua, pero insoluble en solventes orgánicos. Cuando es solubilizado 

en agua, se obtiene una solución viscosa que puede hincharse varias veces respecto a su 

volumen original. La viscosidad de las soluciones de alginato depende principalmente del 

grado de polimerización de este y de su concentración (Hu et al., 2021), que generalmente 

varía de 1 a 10 % (m/m) para las aplicaciones más comunes. La solubilidad del alginato, por 

otro lado, está afectada principalmente por 4 factores (Hu et al., 2021): la relación entre los 

bloques M/G (los alginatos con alto contenido de bloques G son más solubles respecto a 

aquellos con mayor cantidad de bloques M); el pH de la solución. Para disolver 

completamente al alginato en una solución acuosa, esta debe tener un pH lo suficientemente 

elevado (por encima del pKa de los restos M y G) para que los ácidos carboxílicos estén 
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desprotonados. Además, si los ácidos carboxílicos están suficientemente protonados, se 

puede formar un gel mediado por interacciones de tipo puente de hidrógeno, dando geles 

ácidos (H-alginato); 3) la fuerza iónica. La solubilidad del alginato generalmente aumenta al 

aumentar la fuerza iónica del sistema (exceptuando a los cationes de entrecruzamiento), ya 

que la presencia de cationes puede acortar la distancia entre las cadenas de alginato por 

efecto de ñapantallamiento electrost§ticoò, disminuyendo tambi®n la viscosidad de la solución; 

4) la presencia de cationes de entrecruzamiento. Es importante que el agua utilizada como 

solvente esté lo más libre posible de cationes para evitar posibles gelaciones indeseadas ya 

que en presencia de algunos cationes, que se discutirán más adelante, el alginato gelifica de 

manera ionotrópica. 

 

2.1.2.2 Procesos de gelificación 

 

La gelificación del alginato puede conseguirse de varias maneras: acídica, ionotrópica y 

covalente. De estas, la más empleada y reportada es la gelación ionotrópica, que puede 

dividirse en gelación externa e interna difiriendo en la fuente del catión de entrecruzamiento. 

En la gelación interna, los cationes divalentes o trivalentes, por ejemplo, Ca2+, Zn2+, Ba2+, 

Fe2+, Fe3+, etc, se entrecruzan con la gota de alginato de sodio desde el interior hacia el 

exterior, incorporándose el catión entrecruzante dentro de la solución polimérica en forma 

inactiva (Liu et al., 2002). En cambio, en la gelación externa, el catión se encuentra en el 

exterior de la solución de alginato y los cationes difunden desde afuera hacia el interior de 

ella; en este caso, la gelación en la interfaz gel-líquido ocurre rápidamente, preservando la 

forma esférica de las gotas (Traffano-Schiffo et al., 2020; Aguirre-Calvo et al., 2021). En 

cualquier caso, los geles presentan similitudes y diferencias entre sí, según el catión de 

entrecruzamiento, que van desde su estructura interna (Sonego et al., 2016) hasta 

propiedades macroscópicas y fisicoquímicas (Hu et al., 2021). Este método es el más común 

y sencillo para la encapsulación de compuestos bioactivos, tanto solubles como insolubles en 

agua, así como para generar productos derivados de alimentos. Dentro de los posibles 

cationes de entrecruzamiento, el Ca2+ es el más estudiado y utilizado ya que su respectivo 

hidrogel es de muy fácil preparación y resulta ser seguro y no tóxico por lo que es preferible 

además para aplicaciones en alimentos (Hu et al., 2021). La gelación ocurre mediante un 

proceso conocido como sol-gel: los precursores (cadenas de alginato y cationes Ca2+), 

inicialmente en solución, interactúan para formar dímeros, es decir dos cadenas de alginato 

entrecruzadas mediante el catión, que a su vez forman supraestructuras en forma de rods 
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(varillas), compuestas por varios dímeros, que finalmente se interconectan formando una red 

que encapsula poros acuosos como percolación del sistema (Posbeyikian et al., 2021). 

 

Además, las soluciones de alginato de sodio pueden gelificar a un pH ácido, por debajo del 

valor de pKa de los residuos de ácido urónico (3,38 y 3,65 para los residuos M y G, 

respectivamente) (Draget & Taylor, 2003), mediado por interacciones cadena-cadena que 

conducen a la gelación; el mecanismo de formación de geles inducidos por H+ ocurre 

entonces una vez que una fracción crítica de residuos de carboxilato se protona con una 

disminución concomitante en la densidad de carga del polímero. El control sobre la velocidad 

de formación del frente de gelación protónico permite la obtención de una cubierta de hidrogel 

mientras que el núcleo permanece líquido, permitiendo la encapsulación de bio-entidades 

sensibles al pH (Spedalieri et al., 2015). La gelación de alginato impulsada por protones (H-

alginato) ocurre en un pH cercano a 3,5, dependiendo del contenido relativo de restos M/G 

del alginato empleado. En los hidrogeles de H-alginato, los bloques homopoliméricos de M 

crean enlaces estables en menor medida que los bloques de G. Por lo tanto, la configuración 

molecular del alginato, así como las condiciones de síntesis del gel son cruciales para 

comprender y mantener la estabilidad de los compuestos encapsulados, que pueden 

presentar diferentes interacciones con la matriz según sus propiedades fisicoquímicas. En 

general se utilizan dos métodos para la formación de geles H-alginato: 1) agregando lactonas 

hidrolizadas como la D-glucono-ŭ-lactona (GDL) a la solución de alginato que disminuyen 

lentamente el pH generando una gelación por gradiente relativamente homogénea; 2) 

sumergiendo una membrana de intercambio protónico con un gel preformado (inducido por 

cationes divalentes) en una solución ácida. El intercambio entre los H+ libres y los cationes 

presentes en el gel dan lugar finalmente a la formación de un gel H-alginato (Draget et al., 

1994). Los geles H-alginato en general son débiles y solubles en soluciones alcalinas, 

además, al ser difícil el control del pH durante la síntesis, los geles resultantes suelen ser 

poco homogéneos. Por estos motivos, han sido menos estudiados que los geles ionotrópicos 

(Hu et al., 2021). 

 

Los geles con entrecruzamiento covalente han sido ampliamente estudiados principalmente 

debido a que presentan mejoras en las propiedades físicas respecto a los geles ionotrópicos. 

Utilizan reacciones químicas con moléculas que introducen distintas funcionalidades a las 

cadenas de alginato o bien se utiliza al alginato como precursor para formar copolímeros (Lee 

et al., 2012). En geles con entrecruzamiento ionotrópico, el estrés mecánico aplicado provoca 

una relajación de las cadenas y ruptura de las zonas de unión del gel que eventualmente 

deviene en la formación de entrecruzamiento en otras zonas y finalmente en deformación 

plástica. Por el contrario, los geles con entrecruzamiento covalente sufren deformaciones 
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elásticas debido a la incapacidad del gel de reformar los enlaces de entrecruzamiento (Zhao 

et al., 2010). Existe adem§s la llamada gelaci·n ñt®rmicaò, pero en realidad corresponde a la 

formación de un semi-IPN (interpenetrating polymer network) con otras redes poliméricas que 

presentan la particularidad de sufrir una transición sol-gel cerca de la temperatura corporal 

(32-37°C) - y de ahí su nombre-. Estos geles han sido estudiados y empleados para 

aplicaciones de vehiculización de fármacos debido a sus propiedades ajustables de 

hinchazón en respuesta a cambios de temperatura y consecuente modulación de liberación 

de compuestos bioactivos (Abbasi et al., 2020), pero han sido poco explorados. A pesar de 

los beneficios recién mencionados, su uso ha sido típicamente limitado a aplicaciones de 

ingeniería biomédica (Abbasi et al., 2020; Zhang et al., 2023) y farmacológicas (Hasannejad 

et al., 2023; Maiz-Fernandez et al., 2020) debido a que los reactivos para el entrecruzamiento 

covalente suelen ser tóxicos y suele ser necesaria su remoción de los geles (Lee et al., 2012). 

Adicionalmente, los beneficios aportados en cuanto a fuerza y degradación modulada por 

temperatura no suelen ser relevantes para la encapsulación de bioactivos con fines 

alimenticios si además se tienen en cuenta los tiempos y costos asociados a su síntesis. Por 

estos motivos, se decidió no abordar estos tipos de gel y se trabajó con geles H-alginato y 

Ca(II)-alginato que han sido ampliamente estudiados y utilizados para aplicaciones dentro del 

alcance de esta tesis. 

 

2.1.2.3 Modelos de la microestructura de los geles de alginato 

 

Hidrogeles de H-alginato 

 

Para alginatos con un alto contenido de ácido gulurónico, la formación de una estructura bajo 

condiciones acídicas inicia mediante una fase que consiste en la formación de zonas de unión 

cuasiordenadas compuestas por 3-4 cadenas lateralmente asociadas. Esta fase no muestra 

un crecimiento lateral suficiente como para soportar una formación extendida de gel (Draget 

et al., 2003). En esta etapa la longitud que alcanzan las zonas de unión está determinada por 

la frecuencia aparente de bloques alternantes de GM. Este dominio compuesto por pequeñas 

zonas de unión conectadas entre sí de manera aleatoria actúa como punto de 

entrecruzamiento y la red extendida se forma eventualmente en una segunda etapa. Un 

ensamblado subsiguiente de las zonas de unión ocurre formando dominios de 

aproximadamente 5 nm. El contenido de restos de ácido gulurónico del alginato tiene una 

influencia en la cinética de estos procesos, sin embargo, la superestructura generada por 
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alginatos de bajo, medio y alto contenido gulurónico, una vez que el gel alcanza un pseudo 

equilibrio, presenta las mismas características (Draget et al., 2003).  

 

Hidrogeles de Ca(II)-alginato 

 

En los sistemas de Ca(II)-alginato, existe una interacción específica caracterizada por una 

fuerte unión auto cooperativa entre los residuos G y Ca2+ (Cao et al., 2020). La alta afinidad 

de los residuos G del alginato por los cationes de calcio hace que la reacción de reticulación 

sea casi instantánea e independiente de la temperatura, lo que resulta en un proceso limitado 

por la difusión. Por lo tanto, en la gelación externa, una vez que los cationes comienzan a 

llegar por difusión, no solo se forman estructuras diméricas, sino que también la agrupación 

tridimensional de estas estructuras a una escala mayor se produce de manera muy rápida 

(Salvati et al., 2022). Este modelo de conformación ha experimentado varios cambios a lo 

largo de los años (Hu et al., 2021). El primer modelo reportado para la estructura de estos 

geles, denominado ñcaja de huevosò (Grant et al., 1973) propuso que el apareamiento de dos 

bloques G, formando una especie de ñcierreò, crea cavidades en la que quedan atrapados los 

iones Ca2+ como quelatos (Fig. 2.2-a). Posteriormente, Fang et al., (2007) reportó un 

mecanismo de formación de geles Ca(II)-alginato en tres pasos, donde el primer paso es la 

interacción de los iones Ca2+ con una sola unidad de resto G formando monocomplejos, 

seguido del proceso de formación de la caja de huevo por apareamiento de monocomplejos 

y finalmente una asociación lateral de dímeros de caja de huevo generando multicomplejos 

ramificados. Posteriormente, este modelo fue estudiado más en profundidad y refinado: 

Borgogna et al. (2013) encontraron que la estructura de caja de huevo no es simétrica, sino 

que presenta un cierto ángulo de expansión (Fig. 2.2-a); Sikorski et al., (2007) sugirieron que 

las interacciones laterales entre dímeros no solo están mediadas por los iones Ca2+ sino que 

también están influenciadas por iones Na+ desordenados, moléculas de agua e interacciones 

de puente de hidrógeno entre los grupos carbonilo e hidroxilo de los restos G apareados (Fig. 

2.2-b y -c); Wang et al., (2018) revelaron que un exceso de iones Ca2+ neutralizaría las cargas 

negativas de los grupos carboxílicos libres del alginato, perturbando las asociaciones laterales 

entre dímeros de caja de huevo y llevando finalmente a un pliegue intramolecular de estas 

cadenas (Fig. 2.2-c). De estos estudios sobre la estructura de los geles de Ca(II)-alginato se 

desprende que tanto la relación entre la concentración de iones de entrecruzamiento y los 

sitios de unión, como la cantidad total de unidades G y su distribución a lo largo de las 

cadenas de alginato son aspectos importantes para la capacidad de gelación del alginato 

inducida por iones. Se cree que bloques G de mínimo 8 residuos son necesarios para formar 

uniones cruzadas estables con contraiones divalentes (Bowman et al., 2016). Estudios de 



   

 

58 

 

deformación han demostrado que los geles de Ca(II)-alginato se fracturan cuando se aplica 

suficiente tensión para romper las zonas de unión. Este fenómeno está influenciado por la 

cinética de formación del gel ya que su microestructura está siempre muy lejos del equilibrio 

termodinámico. Dependiendo de las condiciones de síntesis, el ensamblaje de las cadenas 

de alginato puede presentar niveles más altos o bajos de desorden, incluyendo bucles de 

cadenas de alginato individuales entrecruzadas dentro de las zonas de unión, cuya 

ramificación a su vez, genera estructuras de orden superior (Sonego et al., 2016). La 

estructura de los hidrogeles de Ca(II)-alginato, desde los dímeros hasta estructuras de 

órdenes superiores, ha sido estudiada por técnicas de dispersión de rayos X (Stokke et al., 

1999; Draget et al., 2003). Los geles ionotrópicos mostraron dispersiones isotrópicas y fueron 

modelados como un sistema fractal compuesto por estructuras semejantes a varillas, 

denominados rods (Sonego et al., 2016). Su estructura se caracteriza por 3 dimensiones 

fractales (Fig. 2.2): 1) la estructuras diméricas con un tamaño de aproximadamente 1 nm; 2) 

rods formados por asociaciones laterales de dímeros a aproximadamente 10 nm; 3) 

interconexión de los rods formando superestructuras a aproximadamente 100 nm. Estas 

dimensiones han sido modeladas y representadas con distintos parámetros obtenidos 

experimentalmente como se discutirá a continuación. 

 

Figura 2.2. Esquema de mecanismo y microestructura de los geles Ca(II)-alginato: a) modelo 
de la caja de huevo asimétrica; b) dímeros de caja de huevo; c) multicomplejos de cadenas 
de caja de huevo asociadas lateralmente y con estructura de pliegue. Adaptado de Hu et al., 
(2021).  
 

2.1.2.4 Dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS) 

 

Para analizar y dilucidar la microestructura del gel de alginato formado, tanto H-alginato como 

Ca(II)-alginato, una de las técnicas más precisas es la dispersión de rayos X a ángulos bajos 
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o SAXS (Small Angle X-ray Scattering), que proporciona información sobre las diferentes 

escalas de esa estructura, desde 1 a 100 nm. Esta técnica permite estudiar desde la 

multiplicidad y el tamaño de las zonas de unión mencionados anteriormente que ocurren a 

una escala de 1 nm, hasta la formación ramificación de los rods a escalas mayores. Esta 

tecnología se basa en la correlación entre la dispersión de los rayos X y las fluctuaciones en 

la densidad electrónica de la matriz del hidrogel en un volumen de muestra iluminada de 

aproximadamente 1 mm3. Otra ventaja fundamental es que SAXS permite el análisis de 

hidrogeles nativos sin necesidad de ser tratados como sí ocurre para otras técnicas típicas 

para análisis de microestructura como la microscopía de barrido electrónico. Esto hace que 

esta técnica proporcione información confiable y fidedigna sobre la red en condiciones reales 

de uso y además sobre cambios en su estructura a partir de modificaciones en tiempo real de 

sus condiciones de síntesis.  

 

Las distintas estructuras y dimensiones fractales de los geles de alginato descriptas en la 

sección 2.1.2.2.2 se pueden inferir a partir de los gráficos de dispersión de SAXS (I(q) vs q; 

Fig. 2.3-a)) y de Kratky (I(q)*q2 vs q; Fig. 2.3-b) a través de ajustes logarítmicos. De mayor a 

menor, la primera dimensión fractal corresponde a distancias mayores que el radio 

característico de los rods que integran la estructura (Ŭ1), y describe el grado de interconexión 

de ellos en q<0,28 nm-1; la dimensión fractal en q>0,55 nm-1, que describe el grado de 

compactación de los rods (Ŭ2); la dimensión fractal en q>1,5 nm-1 relacionada con la 

conectividad entre las cadenas de pol²mero (Ŭ3); el tamaño relacionado con el radio exterior 

de los rods (R) y el tamaño relacionado con el radio exterior de las unidades básicas de los 

dímeros poliméricos (R2). Los par§metros Ŭ1, Ŭ2, y Ŭ3 se calculan a partir de la pendiente de 

los ajustes exponenciales en la curva log-log de la intensidad (q) en función del vector de 

dispersión q. El parámetro R se calcula a partir del máximo del diagrama de Kratky (intensidad 

de dispersión multiplicada por el módulo cuadrado del vector de dispersión, I(q) * q2, en 

función del módulo del vector de dispersión, q) o bien a partir de la intersección de las curvas 

de ajustes (log) de las dos dimensiones fractales m§s altas (Ŭ1 y Ŭ2); mientras que R2 se 

calcula a partir de la intersecci·n de las curvas de ajuste (log) de intensidad de Ŭ2 y Ŭ3. 

 

Para los geles de Ca(II)-alginato los distintos dominios de las zonas de unión han sido 

descriptos teóricamente (Sección 2.1.2.2.2) y pueden ser fácilmente obtenidos a partir de los 

ajustes de los datos de dispersión (Fig. 2.3). Esta descripción morfológica aplica también para 

los geles H-alginato ya que se ha encontrado que estos geles presentan estructuras de tipo 

rods, al igual que los geles Ca(II)-alginato, y el radio de estos rods puede obtenerse a partir 

las pendientes de ajuste de los gráficos de dispersión de SAXS (Draget et al., 2003; Sonego 

et al., 2016). Sin embargo, es importante destacar que en el caso de los geles H-alginato, 
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hablar de zona de unión implica un dominio compuesto por cadenas de alginato asociadas 

lateralmente y cuasiordenadas, pero no necesariamente del mismo detalle geométrico que 

para los geles de Ca(II)-alginato (Draget et al., 2003). Esto podría ser un efecto de la gran 

distribución de tamaños característicos de la sección del rod debido a la heterogeneidad del 

gel y consecuente variabilidad en la multiplicidad de las zonas de unión.  

 

 
Figura 2.3. Representación gráfica de los parámetros de definición de la microestructura de 
las cápsulas de Ca(II)-alginato sobre un perfil log-log de SAXS y una curva de Kratky.  
 

2.1.2.5 Parámetros fisicoquímicos de importancia funcional para geles 

de Ca(II)-alginato 

 

La síntesis de cápsulas de Ca(II)-alginato por extrusión es uno de los métodos de 

encapsulación en hidrogeles más estudiados y utilizados en aplicaciones reales debido a su 

conveniencia y probado desempeño en productos alimenticios (Pournaki et al., 2024). Para 

escalar y estandarizar el proceso de producción de estas cápsulas a nivel industrial, es 

fundamental evaluar los parámetros de producción que afectan la formación del gel y 

comprender sus implicancias en las propiedades fisicoquímicas de las cápsulas resultantes 

(Pournaki et al., 2024). Como se ha discutido previamente (Sección 2.1.2.2.2), la cinética de 
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gelación de los sistemas Ca(II)-alginato y H-alginato, y, en consecuencia, su estructura final, 

está mediada por las interacciones entre las cadenas de alginato y los iones de 

entrecruzamiento. Desde este punto de vista entonces, el pH de la solución precursora resulta 

ser una variable fundamental de síntesis ya que el grado de protonación de los restos M y G 

modula las interacciones electrostáticas entre las cadenas de alginato. Se conoce que el 

descenso del pH en una solución de alginato por debajo del pKa de los restos M y G (3,38 y 

3,65, respectivamente; De Celis Alonso et al., 2010) provoca la gelación del sistema. Sin 

embargo, no existen muchos trabajos que estudien el comportamiento de gelación ionotrópica 

de estos sistemas en pH cercanos a esos pKa ni tampoco que estudien el comportamiento 

de los geles a pH ácidos pero lejanos al pKa. Además, dado que la mayoría de los extractos 

naturales acuosos utilizados en la industria alimentaria como fuentes de compuestos 

bioactivos (Chen et al., 2022) o los obtenidos a partir de solventes de extracción novedosos 

como los NADES (solventes eutécticos naturales profundos; Lemaoui et al., 2021) presentan 

pHs §cidos (å 1-6), resulta significativo desde un punto de vista operacional evaluar posibles 

contribuciones de la interacción entre cadenas de alginato a la estructura de gel de las 

cápsulas cuando se forman por gelación ionotrópica en condiciones ácidas y cercanas al valor 

de pKa. Por otro lado, se ha informado que las cápsulas de Ca(II)-alginato recién formadas 

por el método de extrusión deben permanecer en el baño de gelificación durante un período, 

seguido de la eliminación de iones residuales de Ca2+ mediante lavado con agua destilada, 

para permitir la consolidaci·n completa de la red de ñcaja de huevosò (Deladino, Anbinder, 

Navarro y Martino, 2008). Sin embargo, sería de gran interés desde un punto de vista de 

tiempo/económico si este proceso pudiera eliminarse o limitarse y conocer las consecuencias 

en la estructura y propiedades finales del gel. Finalmente, el tamaño de las cápsulas es un 

criterio fundamental para evaluar la aplicación final de estos sistemas ya que controla los 

procesos de sinéresis, fenómenos de transporte de sustratos encapsulados y propiedades 

mecánicas, entre otros (Larsen et al., 2015; Ramos et al., 2018). Asimismo, es deseable que 

estos sistemas presenten una mínima variabilidad de tamaño y forma para aumentar la 

aceptabilidad en consumidores y para mantener una homogeneidad en los procesos 

dependientes de estos factores (Lee et al., 2003).   

 

Estas variables propuestas pueden regularse fácilmente en este tipo de síntesis simplemente 

modificando el pH de las soluciones precursoras, el diámetro de la punta de extrusión y altura 

a la que se realiza el goteo, y las condiciones de recolección y almacenamiento de las 

cápsulas, pero deben entonces estudiarse minuciosamente las propiedades funcionales 

resultantes para poder entender estas relaciones causa-efecto. Por ejemplo, la cantidad y 

actividad del agua contenida dentro de las cápsulas son parámetros importantes para 

considerar dada la perspectiva de aplicaciones biotecnológicas, en cuanto a su relación con 
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la vida útil del producto y su estabilidad estructural (Wu et al., 2024). Además, otras 

propiedades importantes de los geles, como la absorción de agua y su expansión, están 

relacionadas con el contenido de agua y son de particular interés en sistemas biológicos, ya 

que modulan el intercambio de nutrientes y la liberación de compuestos bioactivos de estos 

sistemas (Aguirre-Calvo et al., 2017). La fuerza mecánica de las cápsulas, por otra parte, es 

fundamental para garantizar que las cápsulas no se deformen o se rompan durante 

potenciales procesos industriales y aplicaciones en alimentos. 

 

2.1.2.6 Sistematización de las condiciones de síntesis de cápsulas de 

Ca(II)-alginato y relevancia de su microestructura 

 

Adicionalmente a lo descripto en la sección anterior (2.1.2.3), es necesario entender las 

relaciones que existen entre las condiciones de síntesis y las propiedades estructurales y 

funcionales resultantes de los geles. Estas profundas interacciones son de suma importancia 

ya que, en última instancia, las propiedades fisicoquímicas de interés de las cápsulas, como 

su resistencia mecánica, propiedades de liberación y de agua, entre otras, dependen de su 

microestructura interna (Draget et al., 2003). En este sentido, el abordaje de esta tesis fue 

concebido desde abajo hacia arriba considerando a la microestructura como un ñmarcadorò 

de las diferentes variables independientes de síntesis, y de postratamiento como será 

discutido más adelante, y posteriormente infiriendo de ella las implicancias en los parámetros 

funcionales. Existen numerosos trabajos en los que se ha estudiado la microestructura de 

cápsulas de Ca(II)-alginato y se la ha relacionado con parámetros fisicoquímicos (Aguirre-

Calvo et al., 2021; Draget et al., 2003; Ghernaouti et al., 2021; Lopez-Sanchez et al., 2022; 

Traffano Schiffo et al., 2021). Sin embargo, de toda la bibliografía disponible, solo una 

pequeña parte trata con geles listos para su consumo y analiza la microestructura sin provocar 

modificaciones en los sistemas estudiados; en general la mayoría de los trabajos se limita a 

estudiar la microestructura con técnicas que no permiten el estudio de estructuras tan 

pequeñas como los dímeros de cadenas de alginato (1 nm) o que requieren indefectiblemente 

una modificación irreversible del sistema para ser estudiados (microscopías, adsorción, etc). 

Además, como se detalló anteriormente, la estructura de los geles de alginato está 

fuertemente influenciada por una variedad de factores, algunos dependientes del alginato 

mismo (masa molecular, relación M/G, etc) y otros de sus condiciones de síntesis (pH, método 

de extrusión, concentración de los precursores y excipientes, etc). Por este motivo resulta 

difícil comparar entre la vasta bibliografía y sacar conclusiones fidedignas que puedan ser 

extrapoladas a todos los sistemas de Ca(II)-alginato. En este sentido, resulta muy valioso 
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contar con un estudio integral y sistematizado sobre la microestructura de sistemas básicos 

de Ca(II)-alginato en el que se estudie la microestructura en todas sus dimensiones sin 

necesidad de alterar a la muestra previamente y pueda luego ser correlacionada con 

propiedades funcionales. 

2.2 OBJETIVO 

 

El objetivo de este capítulo fue formular cápsulas de Ca(II)-alginato modificando algunas de 

las posibles condiciones de síntesis y almacenamiento: pH, tamaño de extrusión y protocolo 

de lavado luego de su formación, para poder evaluar posibles implicancias en sus 

propiedades estructurales y fisicoquímicas. Se seleccionaron 3 valores de pH de trabajo que 

corresponden a uno cercano al pKa de los restos M/G del alginato, otro casi neutro típico de 

las soluciones gelificantes de cloruro de calcio y uno intermedio entre los dos. Por otro lado, 

a partir de los resultados obtenidos en esa línea, se buscó plantear un modelo para explicar 

las interacciones entre las cadenas de alginato y el empaquetamiento polimérico durante la 

formación del gel en las distintas condiciones estudiadas. 

 

2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.3.1 Materiales 

 

Alginato de sodio: Algogel 540 (Cargill S.A., San Isidro, Buenos Aires, Argentina), masa molar: 

1,97 ± 0,06 105 g/mol y relación M/G de 0,6. Cloruro de calcio: CaCl2*2H2O (Cicarelli S.A., 

Buenos Aires, Argentina). Ácido clorhídrico: HCl 37 % (m/m) (Anedra Research AG S.A., 

Tigre, Buenos Aires, Argentina). 

 

2.3.1.1 Generación de las cápsulas de alginato 

 

Se prepararon soluciones de alginato de sodio (1,5 % m/v) y cloruro de calcio dihidrato (2,5 

% m/v) por separado bajo agitación constante con agua destilada hasta su completa 

disolución. Ambas soluciones se ajustaron a tres valores de pH diferentes (3,8; 5,0 y 6,8) con 

solución diluida de HCl. Las cápsulas se prepararon mediante gelificación ionotrópica según 
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el método de goteo (Aguirre Calvo & Santagapita, 2016). En resumen, 6 mL de la solución de 

alginato fueron goteados utilizando una bomba peristáltica modelo BT50-1J JY10 head 

(Baoding Longer Precision Pump Co., Ltd., China), sobre 75 mL de solución de CaCl2 bajo 

agitación constante. Las soluciones de alginato fueron goteadas con cuatro agujas/puntas 

diferentes con diámetros internos que van desde 0,25 hasta 0,50 mm conectadas a un tubo 

de silicona de 1 mm de diámetro interno, dejando 6,0 (± 0,1) cm entre la punta y el baño de 

gelificación. Una vez generada la última cápsula, se mantuvieron en el baño de gelificación 

durante 5 min. Después de este período, se llevaron a cabo dos protocolos: 1) la mitad de las 

cápsulas fueron recolectados y dejadas en 2 mL de la misma solución de cloruro de calcio 

utilizada como baño de gelificación (S); 2) la otra mitad fue lavada 3 veces con agua destilada 

y almacenada sin solución residual (W). Se prepararon un total de 24 formulaciones de 

cápsulas (Fig. 2.4). Los sistemas se mantuvieron a 4 (± 1) °C hasta su uso. 

 

2.3.2 Métodos 

 

2.3.2.1 Caracterización de las cápsulas 

 

Análisis digital de imagen 

Se realizó un análisis digital de imágenes para medir el área, perímetro, diámetro de Feret y 

redondez mediante el comando "analizar partícula" del software de licencia gratuita ImageJ, 

tal como se describe en Aguirre Calvo y Santagapita (2016). La redondez proporciona una 

idea de qué tan lejos está la forma de la esfericidad, al relacionar el área y el eje mayor de la 

cápsula. Se utilizó una cámara digital (Canon digital camera, 3.2 Mpix PowerShotA70; Canon 

Inc., Malasia; con zoom fijo en 3x) acoplada a un microscopio binocular (Unitron MS, Unitron 

Inc., Nueva York, EE. UU., magnificación a 7x) para tomar fotografías de al menos 50 

cápsulas para cada formulación. 

 

Contenido y actividad de agua 

El contenido de agua (W.C.) de las cápsulas se determinó gravimétricamente por diferencia 

de peso antes y después del secado en un horno de vacío durante 48 h a 70 (± 2) °C hasta 

peso constante. El W.C. se expresó como el porcentaje de gramos de agua por gramo de 

muestra húmeda (b.h). La actividad del agua (aw) se determinó mediante el punto de rocío en 
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un higrómetro con un soporte especial para reducir la cantidad de muestra (Aqualab Decagon 

Devices, Inc., EE. UU.). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

 

 

Coeficiente de difusión 

Los coeficientes de difusión del agua (Dw) se determinaron mediante la secuencia de eco de 

espín de gradiente de campo magnético pulsado (PGSE) por Resonancia Magnética Nuclear 

de Protones de Campo Bajo (LF-1H-RMN) utilizando un espectrómetro Bruker Minispec mq20 

(Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemania). PGSE consiste en un eco de espín con la 

aplicación de dos gradientes de campo magnético controlados aplicados entre pulsos de 90° 

y 180°, y entre el pulso de 180° y la adquisición (Santagapita et al., 2013). La intensidad del 

gradiente de campo magnético aplicado se calibró en el rango entre 1,4 y 2,5 T mī1 (R2 = 

0,999998) utilizando una solución de CuSO4·5H2O de 1,25 g/L caracterizada por un valor Dw 

conocido (2,30 ± 0,01·10ī9 m2 sī1 a 25 °C) (Hester-Reilly & Shapley, 2007). Dos muestras de 

cada sistema de cápsulas se equilibraron a 25 °C en un baño térmico y luego se configuraron 

los siguientes parámetros: número de escaneo: 16; retardo de reciclaje: 2 s; ganancia: 66 dB; 

disparos ficticios: 0; amplitud del campo magnético de 1,4 T / m (55 % del total de la amplitud), 

Ű (tiempo entre los pulsos de 90Á y 180Á) de 7,5 ms, ŭ de 0,5 ms y ȹ de 7,5 ms. 

 

Propiedades mecánicas 

Se realizó un ensayo de compresión para determinar la fuerza máxima aplicada a cada una 

de las cápsulas de alginato de Ca(II). Se empleó un analizador de textura TA-XT2i (Stable 

Micro Systems, Reino Unido) con una sonda P 0.5 (diámetro de 1,27 mm), aplicando una 

compresión del 25 % a una sola cápsula, utilizando una velocidad de prueba de 0,1 mm/s a 

temperatura ambiente. La calibración de la fuerza (utilizando un peso de calibración de 5 kg) 

y la altura se realizaron antes de la recolección de datos. Las cápsulas se colocaron 

centralmente, debajo de la sonda, y los ensayos se realizaron al menos por triplicado. 

 

FT-IR 

Se realizó un análisis FT-IR en la solución de lavado de las muestras W. Asimismo, se 

midieron muestras S y polvo de CaCl2 de control con fines de comparación. Se añadieron 100 

µL de las soluciones en contacto con las cápsulas (sistemas W y S) al polvo de KBr y se 

secaron durante 24 h a 130 °C. Los espectros FT-IR se midieron en un espectrómetro 

Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer, Inc., Shelton, CT, EE. UU.) utilizando un 

accesorio DRIFT con microcubetas. Se utilizó KBr como agente dispersante. Los espectros 
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se adquirieron en modo de reflexión entre 650 y 4000 cmī1, adquiriendo 8 barridos 

promediados con una resolución de 4 cmī1. Se utilizó una apodización fuerte, con una 

corrección de fase de magnitud. Se registró un espectro de fondo en KBr seco antes de cada 

medición de espectro. El análisis espectral se realizó utilizando el software Spectrum versión 

6.3.5. 

 

 

Microscopía de barrido electrónico 

La morfología de las cápsulas secas (a 40 °C durante 3 días) se observó mediante un 

microscopio electrónico de barrido con emisión de campo (SEM-FEG) modelo supra 40 (Carl 

Zeiss SMT Inc, Peabody, MA, USA) con detector InLes. Las cápsulas se fijaron al soporte del 

SEM utilizando cinta adhesiva de doble cara. Las mediciones se realizaron a 3.00 kV. La 

sensibilidad del detector permitió observar detalles de la estructura de las cápsulas sin aplicar 

una cubierta metálica a las muestras. 

 

Dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS) 

Las medidas de SAXS se realizaron en la línea de luz SAXS2 del LNLS en Campinas, Brasil, 

trabajando con ɚ = 0,1488 nm y el vector de onda (q) se seleccion· en el rango 0,096 nmī1 < 

q < 2,856 nmī1. La estructura de las matrices de Ca(II)-alginato se modeló como un sistema 

fractal de masa de rods (explicado en la sección 2.1.2.3) de alginato interconectadas y se ha 

caracterizado mediante dispersión de rayos X a bajo ángulo (SAXS), según se describe en 

Traffano-Schiffo et al., (2017a). Se obtuvieron tres parámetros a partir del análisis: el radio 

transversal de la varilla (R), que se obtiene a partir del máximo exhibido en el gráfico de Kratky 

en q å 1/R; la dimensi·n fractal en distancias mayores que R (Ŭ1), que describe la multiplicidad 

de la zona de uni·n, y la dimensi·n fractal en distancias menores que R (Ŭ2), que describe el 

grado de compacidad dentro de las varillas.  

 

2.3.3 Análisis estadístico 

 

Todas las mediciones fueron analizadas mediante un ANOVA de dos factores con el post-

test de Tukey utilizando Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para 

evaluar las diferencias significativas entre los valores medios de las cápsulas en diferentes 

condiciones de síntesis. 
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

2.4.1 Efecto de las condiciones de síntesis en las propiedades del 

agua 

 

El agua puede difundir a través de la matriz polimérica alterando el volumen del hidrogel, lo 

que conduce a la contracción o expansión de las cápsulas. Dado que el agua generalmente 

viaja entre espacios en la red polimérica, se espera que factores que alteren el espacio entre 

las cadenas poliméricas, como la carga, composición y densidad del hidrogel, tengan un 

impacto en el coeficiente de difusión del agua (Caccavo et al., 2018). Las condiciones de 

síntesis estudiadas en este trabajo podrían tener un efecto en las características 

mencionadas del hidrogel, por lo que, para tener en cuenta posibles implicancias sobre el 

estado del agua, se evaluó mediante el contenido de agua, la actividad y la difusión. 

 

Se produjeron veinticuatro sistemas de cápsulas en tres valores de pH, utilizando cuatro 

tamaños de punta de extrusión y dos protocolos de almacenamiento (Fig. 2.4). La Figura 2.5 

muestra el contenido de agua (W.C.) para todos los sistemas sintetizados. Se observaron 

diferencias significativas para los protocolos de almacenamiento (W o S), mostrando que las 

cápsulas lavadas (W) tienen valores de W.C más altos que aquellas almacenadas en solución 

de cloruro de calcio (S). Este efecto es considerablemente mayor para cápsulas sintetizadas 

a valores de pH de 5,0 y 6,8 que para aquellas obtenidas a pH 3,8. Por otro lado, 

independientemente del protocolo de almacenamiento empleado, el W.C. depende del 

tamaño de la punta de extrusión (0,25-0,50 mm). El contenido de agua dentro de la cápsula 

está relacionado con el proceso de sinéresis durante la consolidación de la red de gel de 

alginato y la difusión de moléculas de agua a través de los límites de la cápsula causados por 

efectos osmóticos. Vale la pena señalar que ambos mecanismos de intercambio de agua 

ocurren en la superficie de las cápsulas, por lo que se espera que una mayor relación 

superficie-volumen (es decir, un tamaño de punta de extrusión más pequeño) conduzca a 

valores más bajos de W.C. Las diferencias observadas para los protocolos de 

almacenamiento pueden explicarse por el menor contenido iónico de las muestras lavadas; 

se observó la presencia de cloruro de calcio en el agua en equilibrio con las muestras W en 
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un análisis de FT-IR (Fig. 2.6), lo que tiene implicancias tanto en los procesos de sinéresis 

como en los osmóticos. 

 
Figura 2.4. Esquema de condiciones de síntesis para la preparación de las muestras a 3 
valores de pH(i) (i: 3,8; 5,0; 6,8), 4 diámetros (mm) de punta de extrusión (0,25; 0,35; 0,40; 
0,50) y 2 protocolos (W: lavado y S: almacenado).  
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Figura 2.5. Contenido de agua en base húmeda para los sistemas de cápsulas de Ca(II)-
alginato a pH 3,8; 5,0; 6,8 para los dos protocolos de almacenamiento (W y S) y distintos 
tamaños de punta de extrusión. Están incluidos el promedio y desviación estándar.  
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Figura 2.6. Espectro de FT-IR obtenido por DRIFT. La curva negra corresponde al control de 
CaCl2, la roja a la muestra W y la celeste a la muestra S (ambas a pH 3,8). 
 

 

La Tabla 2.2 muestra las mediciones que representan la disponibilidad de agua dentro de las 

cápsulas: coeficiente de difusión y actividad del agua. Dw proporciona información sobre la 

respuesta de los protones del agua modulada por el intercambio con los protones presentes 

en las cadenas de biopolímero. Se espera cierta disminución de la movilidad general de los 

protones dentro de la matriz para los sistemas del hidrogel debido a la reducida flexibilidad 

de las cadenas de alginato en contraste con soluciones acuosas. Como evidencia de este 

fenómeno, las cápsulas exhibieron valores reducidos de Dw (~2,13 x 10-9 m2s-1) en 

comparación con el valor de agua pura (2,30 x 10-9 m2s-1). En general, se obtuvieron valores 

altos de aw y W.C., como era de esperarse por trabajos previos en condiciones similares 

(Deladino et al., 2008; Santagapita et al., 2011). Al comparar cada par de muestras W/S, no 

se observan diferencias significativas tanto en los valores de Dw como en aw obtenidos. Sin 

embargo, considerando toda la población de muestras W y S, las muestras W exhiben valores 

más altos de Dw y aw: 2,14 ± 0,03 x 10-9 m2s-1 vs. 2,12 ± 0,03 x 10-9 m2s-1 para Dw y 0,989 ± 

0,004 vs. 0,986 ± 0,006 para aw. Por lo tanto, es importante destacar que las sutiles diferencias 

en aw y Dw obtenidas al cambiar el tamaño de la punta de extrusión (0,25-0,50), los protocolos 

de almacenamiento (W o S) y el pH de síntesis (3,8-6,8) no se espera que afecten 

considerablemente el rendimiento de las cápsulas para aplicaciones industriales. Estos 

hallazgos sugieren que cambiar las condiciones de síntesis y almacenamiento dentro del 

rango evaluado en el presente trabajo no afecta considerablemente la disponibilidad de agua 

dentro de las cápsulas. 
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Tabla 2.2. Coeficiente de difusión (Dw) y actividad de agua (aw) obtenidas para sistemas de 
Ca(II)-alginato a pH 3,8; 5,0 y 6,8, para los dos protocolos de almacenamiento (W y S) con 
diferentes tamaños de punta de extrusión. 

pH Sistema 
Dw 

aw 
(x 10-9 m2/s) 

3,8 

0,25-W 2,15 ± 0,05a 0,984 ± 0,001a 

0,25-S 2,18 ± 0,01a 0,987 ± 0,001a 

0,35-W 2,14 ± 0,01a 0,986 ± 0,001a 

0,35-S 2,16 ± 0,01a 0,985 ± 0,001a 

0,40-W 2,14 ± 0,03a 0,994 ± 0,003b 

0,40-S 2,10 ± 0,01a 0,983 ± 0,006a 

0,50-W 2,13 ± 0,02a 0,986 ± 0,001a 

0,50-S 2,10 ± 0,01a 0,980 ± 0,002a 

    

5,0 

0,25-W 2,17 ± 0,01a 0,988 ± 0,002a 

0,25-S 2,14 ± 0,01a 0,990 ± 0,002a 

0,35-W 2,11 ± 0,05a 0,996 ± 0,001a 

0,35-S 2,11 ± 0,05a 0,991 ± 0,008a 

0,40-W 2,16 ± 0,02a 0,995 ± 0,001a 

0,40-S 2,10 ± 0,04a 0,995 ± 0,001a 

0,50-W 2,19 ± 0,01a 0,995 ± 0,001a 

0,50-S 2,10 ± 0,02a 0,984 ± 0,001b 

    

6,8 

0,25-W 2,14 ± 0,05a 0,993 ± 0,001a 

0,25-S 2,11 ± 0,02a 0,981 ± 0,002a 

0,35-W 2,11 ± 0,06a 0,983 ± 0,001a 

0,35-S 2,15 ± 0,01a 0,980 ± 0,001a 

0,40-W 2,11 ± 0,03a 0,987 ± 0,001a 

0,40-S 2,11 ± 0,03a 0,992 ± 0,001a 

0,50-W 2,17 ± 0,01a 0,989 ± 0,004a 

0,50-S 2,13 ± 0,01a 0,988 ± 0,004a 

 

2.4.2 Efecto de los protocolos de lavado y almacenamiento en la 

macro y microestructura 

 

La influencia de las condiciones de síntesis en la macro y microestructura se muestra en la 

Figura 2.7, tomando el diámetro de Feret de las cápsulas y la dimensión fractal de la red de 
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rods de alginato (Ŭ1) como parámetros representativos, respectivamente. Los parámetros 

adicionales estudiados (redondez, área y perímetro de las cápsulas, y densidad y tamaño de 

los rods) se muestran en las Figuras 2.8 y 2.9 respectivamente. Para las muestras 

sintetizadas a pH 5,0 y 6,8, independientemente del parámetro analizado, no hay diferencias 

significativas dentro de cada par de muestras S y W (relacionadas con el protocolo de lavado 

y almacenamiento empleado) para ninguna de las condiciones de síntesis. Para las muestras 

obtenidas en condiciones más ácidas, se observaron diferencias estadísticas, pero muy 

pequeñas, entre los pares W/S en aquellos parámetros relacionados con el tamaño de las 

cápsulas, presentando las muestras S valores más altos de área, perímetro y diámetro de 

Feret. En cuanto a los parámetros microestructurales, no se observaron diferencias 

significativas al variar el protocolo de lavado y almacenamiento de las muestras. 

 

Se espera que el rendimiento de estos sistemas en términos de propiedades mecánicas de 

las cápsulas esté altamente relacionado con algunos de estos parámetros micro y 

macroscópicos. La fuerza mecánica debe examinarse al considerar las posibles aplicaciones 

alimentarias y médicas de las cápsulas de alginato de Ca(II) como agentes de encapsulación 

ya que indica la susceptibilidad de las cápsulas a diferentes entornos, transporte en fluidos y 

exposición a fuerzas de cizallamiento (Bhujbal et al., 2014). La fuerza requerida para 

comprimir las cápsulas a un 25 % de su tamaño se muestra en la Figura 2.7-b. En general, 

no se encontraron diferencias significativas entre los protocolos de almacenamiento en la 

fuerza de las cápsulas (Fig. 2.7-b), aunque se observaron algunas diferencias pequeñas para 

las muestras sintetizadas a pH 6,8. Por lo tanto, estos resultados indican que, con estas 

condiciones de síntesis y almacenamiento, 5 minutos son suficientes para la consolidación 

de la red de alginato. 

 

A la luz de estos resultados, el paso de lavar las cápsulas de alginato para eliminar los iones 

residuales de Ca2+ y las condiciones de almacenamiento no tienen efecto en la estructura de 

la red de alginato ni en las propiedades macroscópicas de las cápsulas. Estos hallazgos son 

cruciales para aplicaciones tecnológicas, permitiendo la reducción del tiempo y los costos. 

Cabe señalar que alterar la composición M/G de alginato de sodio, de las concentraciones de 

síntesis de alginato y cloruro de calcio y de las soluciones utilizadas como medio de 

almacenamiento puede tener cierto impacto en el desarrollo de la estructura entrecruzada y 

de las propiedades mecánicas de las cápsulas en el tiempo y durante su almacenamiento 

(Bhujbal et al., 2014; Bennacef et al., 2021). 
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Figura 2.7. a) Diámetro de Feret, b) fuerza mecánica y c) interconectividad de los rods por 
SAXS (Ŭ1) de las cápsulas de Ca(II)-alginato obtenidas a pH 3,8, 5,0 y 6,8 para dos protocolos 
de almacenamiento (W y S) y distintos tamaños de punta de extrusión. Están incluidos el 
promedio y la desviación estándar. El * corresponde a un valor anómalo. 
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Figura 2.8. a) Redondez, b) perímetro, y c) área de las cápsulas de Ca(II)-alginato obtenidas 
a pH 3,8, 5,0 y 6,8 para dos protocolos de almacenamiento (W y S) y distintos tamaños de 
punta de extrusión. Están incluidos el promedio y la desviación estándar. 
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Figura 2.9. a) Densidad y b) tamaño característico de los rods obtenidos por SAXS de las 
cápsulas de Ca(II)-alginato obtenidas a pH 3,8, 5,0 y 6,8 para dos protocolos de 
almacenamiento (W y S) y distintos tamaños de punta de extrusión. Están incluidos el 
promedio y la desviación estándar. 
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2.4.3 Efecto del tamaño de punta de extrusión 

 

La Figura 2.10 muestra la influencia del tamaño de la punta de extrusión en el diámetro de 

Feret, la redondez, el área y el perímetro de las cápsulas evaluadas combinando los datos de 

W y S para cada sistema. Como se esperaba, el diámetro de Feret, el área y el perímetro de 

las cápsulas obtenidas muestran un aumento con el incremento del diámetro interno de la 

punta de extrusión, en concordancia con resultados previamente reportados (Aguirre Calvo 

et al., 2017; Aguirre Calvo et al., 2018; Deladino et al., 2008; Ramos et al., 2018). Además, la 

redondez se ve influenciada por el pH de síntesis (como se discutirá más adelante) y no 

muestra dependencia con el tamaño de la punta de extrusión. 

 

Vale la pena señalar que, dentro de las condiciones de síntesis evaluadas en este capítulo, 

los valores medios de los parámetros microestructurales no se vieron influenciados por el 

tamaño de la cápsula de alginato (como ya se mostró en la Figura 2.7-a y 2.9). Aunque se ha 

demostrado que el gradiente de concentración del catión entrecruzante dentro de la cápsula 

en formación durante el proceso de gelación ionotrópica resulta en heterogeneidades de la 

microestructura del alginato (Sonego et al., 2016), estas diferencias no se manifestaron bajo 

la evaluación actual. Además, las diferencias en la difusión y disponibilidad del catión 

entrecruzante que pueden ser moduladas por la relación superficie-volumen (y, por lo tanto, 

el tamaño de la gota inicial, determinado por el tamaño de la punta de extrusión) también 

pueden considerarse insignificantes a esta escala observacional. 

 

Por otro lado, los resultados de fuerza mecánica presentados en la Figura 2.7-b mostraron 

que la fuerza requerida para la compresión aumentó a medida que aumentó el tamaño de las 

cápsulas, en concordancia con los hallazgos de Bhujbal et al. (2014). Para el mismo pH, las 

cápsulas más grandes pueden acomodar más iones divalentes en su núcleo, lo que conduce 

a más estructuras entrecruzadas y aumenta la estabilidad mecánica global de las cápsulas. 

El pH también juega un papel, como se discutirá más adelante en las próximas secciones. 
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Figura 2.10. a) Área, b) perímetro, c) diámetro de Feret y d) redondez de cápsulas de Ca(II)-
alginato obtenidas a pH 3,8, 5,0 y 6,8 con 4 tamaños de punta de extrusión: 0,25 mm, 0,35 
mm, 0,40 mm y 0,50 mm; sin distinguir entre protocolos de almacenamiento. Están incluidos 
el promedio y la desviación estándar. Las letras en minúscula indican diferencias significativas 
entre los promedios comparando todas las muestras. 
 

2.4.4 Efecto del pH de síntesis 

 

El ajuste de la microestructura de la matriz de alginato es un paso fundamental hacia el diseño 

racional de estos sistemas, ya que determina la porosidad macroscópica, la eficiencia de 

carga de compuestos encapsulados y su comportamiento de liberación, entre otros 

parámetros relevantes (Perullini et al., 2005). En este escenario, comprender cómo se ve 

afectada la microestructura dentro del rango típico de pH de trabajo para la encapsulación de 

compuestos lábiles es de suma importancia para la optimización de aplicaciones 

tecnológicas. 

 

Está bien establecido que la microestructura de las redes de alginato obtenidas en 

condiciones ácidas (por debajo de pH 3,5) difiere significativamente de aquellas obtenidas 

por gelación ionotrópica convencional ya que si bien los procesos de apareamiento de 



   

 

76 

 

cadenas de alginato y formación de zonas de unión presentan similitudes con aquellos de los 

geles de Ca(II)-alginato, las escalas geométricas son distintas (Draget et al., 2003). En 

particular, en un trabajo previo se demostró que el H-alginato presentó un aumento de 3 veces 

en el valor del par§metro Ŭ1 y un aumento del 50 % en el parámetro R con respecto a una red 

de Ca(II)-alginato convencional sintetizada a pH neutro (Sonego et al., 2016). 

 

Aquí se analizó el impacto de inducir una gelación ionotrópica en condiciones ácidas en la 

microestructura del hidrogel, con el fin de evaluar si existe una contribución de las esperadas 

interacciones más altas entre las cadenas de alginato. Como fuera mencionado previamente, 

los valores de pH de trabajo fueron elegidos para incluir: el pH más extendido de trabajo que 

corresponde a una solución pura de alginato de sodio (6,8) y para la que no se espera que 

haya estructuras pre formadas; un valor ácido de pH sin llegar al punto de gelación (3,8) para 

el que han sido reportado un aumento en las interacciones intermoleculares de cadenas de 

alginato (Yang et al., 2009) y un pH intermedio entre esos dos (5,0), coincidente muchas 

veces con el pH de extractos vegetales. 

 

La Figura 2.11 muestra la influencia del pH en los parámetros microestructurales de las 

cápsulas. Para cada pH, cada sistema (diferentes protocolos de almacenamiento y tamaños 

de punta de extrusión) está representado en el gráfico. El análisis estadístico sugiere que los 

efectos causados por el protocolo de almacenamiento y el tamaño de la punta de extrusión 

en la consolidación de la red de alginato son insignificantes, lo que se evidencia por la baja 

dispersión observada en cada grupo. Por lo tanto, los parámetros microestructurales en los 

sistemas aquí sintetizados solo se ven influenciados por el pH de síntesis. Las muestras 

obtenidas a pH 3,8 mostraron los valores más altos de todos los parámetros analizados, 

mientras que no se encontraron diferencias significativas entre el grupo de muestras 

obtenidas a pH 5,0 y 6,8. 

 

Asimismo, el pH de síntesis afecta las propiedades mecánicas de las cápsulas. Las cápsulas 

sintetizadas a pH 5,0 y 6,8 muestran una tendencia similar en la fuerza requerida para la 

compresión (Fig. 2.7-C), mientras que aquellas sintetizadas a pH 3,8 requieren 

considerablemente menos fuerza para obtener la misma compresión, indicando una menor 

fuerza. Los residuos de ácido urónico, que constituyen el polímero de alginato, crean zonas 

de unión dentro del gel. A medida que ocurre el proceso de gelación, estas zonas de unión 

se acumulan hasta alcanzar la saturación del gel. Cuando más cationes participan en este 

proceso, se generan zonas de unión más grandes y numerosas, lo que aumenta la 

probabilidad de que ocurra el desacoplamiento en estas zonas. Cuando las zonas de unión 

se rompen, se acelera el desacoplamiento de cadenas vecinas. Bhujbal y sus colaboradores 
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(2014) encontraron que las cápsulas obtenidas con tiempos más cortos de gelación mostraron 

más fuerza que aquellas obtenidas con un tiempo de gelación más largo, atribuyendo estos 

resultados al grado de saturación del gel y, por ende, a la cantidad de zonas de unión 

presentes en él. De manera similar, trabajar en condiciones ácidas puede llevar a la formación 

de más zonas de unión, ya que las cadenas de alginato están más compactas e 

interconectadas, como lo demuestran los valores m§s altos de Ŭ2 y Ŭ1 obtenidos por SAXS 

(Fig. 2.11), lo que conduce a una mayor formación de zonas de unión y, por lo tanto, acelera 

el desacoplamiento en estas zonas debilitando la estructura cuando se somete a compresión. 
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Figura 2.11. a) Interconectividad (Ŭ1), b) densidad (Ŭ2), y c) tamaño característico (R) de los 
rods de alginato. Están incluidos el promedio y la desviación estándar; el * corresponde a un 
valor anómalo. 
 

2.4.5 Modelo de interacciones cadena-cadena de alginato y 

empaquetamiento del polímero 

 

La Figura 2.12 representa esquemáticamente la evolución temporal del proceso de 

gelificación. El valor de pH de trabajo de 3,8 está por encima del pKa de los residuos de 

polímero de alginato. En estas condiciones, las interacciones mejoradas cadena-cadena 

generan estructuras supramoleculares que, sin alcanzar la percolación, constituyen pre-

estructuras ramificadas en las que ocurre la gelación ionotrópica. Así, con la adición de 

cationes Ca2+, la menor repulsión electrostática determina un empaquetamiento más denso 

de las cadenas de polímero dentro de las varillas de alginato, así como un tamaño medio más 
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grande de estas varillas (valores m§s altos de los par§metros Ŭ2 y R, respectivamente) en 

comparación con las muestras sintetizadas a valores de pH más altos (5,0 y 6,8) (Fig. 2.11-b 

y c). Además, a partir de los bloques de construcción más ramificados preformados en 

condiciones ácidas, se espera que la red resultante sea más ramificada (valor más alto del 

par§metro Ŭ1) en comparación con la obtenida en condiciones de pH cercanas a neutras (Fig. 

2.11-a). 

 

Desde un punto de vista macroscópico, partir de bloques de construcción más grandes y 

ramificados hace que la red se consolide más rápidamente. Como se muestra en la Figura 

2.12, se espera que esto tenga un gran efecto en la rapidez de reorganización de esta red 

incipiente en los límites de la interfaz solución de alginato-CaCl2. Como tendencia general, 

las muestras sintetizadas a pH 3,8 presentan un mayor tamaño de cápsula (reflejado en un 

área, perímetro y diámetro de Feret más altos; ver Figura 2.10-a y c) y una menor redondez 

(Fig. 2.10-d). Ambas tendencias se explican por la reorganización obstaculizada de una red 

más consolidada y ramificada en el frente de gelificación de las cápsulas. Además, las 

diferencias en el contenido de agua para los sistemas obtenidos a pH 3,8 se pueden explicar 

por la sinéresis obstaculizada en una red de alginato más estructurada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.12. Representación esquemática del proceso de gelificación para muestras 
sintetizadas a pH 3,8 y en valores de pH alejados del pKa de los residuos poliméricos de 
alginato (muestras sintetizadas a pH 5,0 y 6,8), mostrando detalles a escalas micro y 
macroscópicas. Para muestras sintetizadas a pH 3,8, las interacciones más fuertes entre 
cadenas de polímeros de alginato parcialmente protonados generan bloques 
supra­moleculares ramificados, lo que conduce a una red más estructurada en el proceso de 
gelificación. Este efecto explica tanto una sinéresis como un encogimiento del sistema. Por el 
contrario, en las muestras sintetizadas en condiciones cercanas a pH neutro, se pueden dar 
múltiples eventos de reorganización en la interfase Ca(II)-alginato/solución, lo que conduce a 
la sinéresis y el encogimiento de la cápsula, manteniendo su conformación macroscópica 
esférica.  
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La morfología superficial de las cápsulas obtenidas por imágenes SEM (Fig. 2.13) confirma 

que las principales diferencias son atribuibles al pH de síntesis; se observaron algunas 

cápsulas sintetizadas con distintos tamaños de puntas de extrusión, pero no se encontraron 

diferencias entre ellas por lo que no se muestran aquí. La superficie de las cápsulas obtenidas 

a pH 3,8, independientemente del protocolo de almacenamiento empleado, muestra arrugas 

y cavidades y, en general, menos homogeneidad que la superficie de aquellas obtenidas a 

pH 5,0 y 6,8, que parecen ser más lisas. Esto está en línea con la hipótesis de la 

reorganización obstaculizada de una red más consolidada a pH 3,8. Las imágenes SEM 

corroboran que los protocolos de almacenamiento (W y S) no tienen un impacto importante 

en la red de alginato y en la consolidación de las cápsulas. 

 

 
Figura 2.13. Imágenes de microscopía de barrido electrónico de la morfología superficial de 
las cápsulas de Ca(II)-alginato sintetizados a pH 3,8 (a y b), pH 5,0 (c y d) y pH 6,8 (e y f) 
para dos protocolos de almacenamiento (W y S), respectivamente. En todos los casos, se 
utilizó una punta de extrusión de tamaño 0,50 mm. 
 

2.5 CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Los resultados obtenidos en este capítulo permiten estandarizar el proceso de producción de 

cápsulas de alginato, gestionando tres variables de síntesis: pH, tamaño de la punta de 

extrusión y protocolo de lavado y almacenamiento. Es posible destacar varias implicancias 

prácticas en los resultados obtenidos: en primer lugar, el protocolo de lavado y 

almacenamiento no tiene una influencia significativa en los parámetros micro y macroscópicos 

de las cápsulas. Eliminar este procedimiento podría ahorrar tiempo y costos al reducir la 
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gestión de residuos. Se espera que el rendimiento de estos sistemas (por ejemplo, en 

términos de propiedades mecánicas y estabilidad de las cápsulas en condiciones operativas) 

esté altamente relacionado con estos parámetros micro y macroscópicos. Sin embargo, estas 

propiedades deben analizarse más a fondo cuando sean críticas para una determinada 

aplicación. En segundo lugar, el tamaño de la punta de extrusión no es relevante para la 

consolidación de la microestructura, la disponibilidad y movilidad del agua, pero influirá en el 

contenido de agua, tamaño de las cápsulas y fuerza mecánica. En tercer lugar, el pH de 

síntesis provoca cambios a nivel microestructural (tamaño de los rods de alginato, densidad 

e interconectividad a nivel nanoscópico) así como a nivel macroestructural (área de las 

cápsulas, redondez y fuerza mecánica) y en la morfología de la superficie. 

 

Además, se presentó un modelo para la gelación ionotrópica en el que las interacciones 

fuertes cadena-cadena de los alginatos parcialmente protonados (trabajando a un pH superior 

pero cercano al pKa de los residuos del alginato), generan supramolecularmente bloques de 

construcción más ramificados que conducen a arreglos espaciales distintos en el frente de 

gelación. A su vez, los cambios microestructurales debidos a la distinta naturaleza de estas 

redes incipientes están relacionados con alteraciones macroscópicas y funcionales como la 

fuerza mecánica y la redondez de las cápsulas. 

 

El modelo presentado en este capítulo y la discusión sobre las estructuras preformadas de 

alginato trabajando a un pH al límite de la gelación acídica sientan las bases para el desarrollo 

de distintos geles en los siguientes capítulos de la tesis. Por otro lado, diferentes 

concentraciones del precursor de alginato y tiempos de gelificación se analizarán en el 

capítulo 4 para una descripción más profunda y unívoca del comportamiento de este sistema. 

Se espera que la modulación de la estructura de la matriz de alginato afecte a parámetros 

relevantes como la sorción, los tiempos de intercambio y transporte, así como las propiedades 

mecánicas y la estabilidad de los hidrogeles durante condiciones de trabajo. Estos parámetros 

fisicoquímicos podrían definir el rendimiento de estos sistemas en aplicaciones alimentarias 

actuales y potenciales. 
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CAPÍTULO 3. 
 

 

 

 

Síntesis de solventes eutécticos profundos naturales (NADES) 

para la extracción verde de compuestos bioactivos de alcaucil 

y generación de hidrogeles con alginato de sodio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota de autor: es importante resaltar que, como muestra la tabla de contenido gráfica, este 

capítulo surge como una exploración sobre una técnica de extracción novedosa. A partir del 

capítulo 4 se vuelve a retomar el relato lineal de la tesis. 
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3.1 INTRODUCCIÓN 

 

Los solventes eutécticos profundos naturales (NADES, por sus siglas en inglés) han surgido 

en los últimos años como una creciente área de investigación, estableciendo nuevas 

posibilidades en el estudio de sistemas biológicos, ya que se postuló que la biosíntesis de 

compuestos no solubles en agua podría tener lugar en estos sistemas. A su vez, sus 

particulares cualidades como disolventes y matrices de reacción, sumado a su baja toxicidad, 

se han aprovechado en aplicaciones en la industria de alimentos, farmacológica y 

agroindustrial (Guízar González et al., 2017). En 1914, Paul Walden describió los sistemas 

que podrían ser considerados como el inicio de la investigación en esta temática: los Líquidos 

Iónicos (ILs, por sus siglas en inglés) (Pğotka-Wasyka et al., 2020). En su composición se 

combinan un catión orgánico y un anión orgánico o inorgánico, en base a lo cual se pueden 

generar solventes con un amplio rango de polaridad, junto con una alta estabilidad térmica y 

otras ventajas importantes desde el punto de vista de su aplicación.  

Posteriormente, a comienzos de este siglo, se publicaron algunos trabajos que 

desencadenarían la investigación en el área que hoy conocemos como solventes eutécticos 

profundos (DES, por sus siglas en inglés); estos solventes fueron introducidos como una 

alternativa frente a los ILs para poder mitigar sus inconvenientes principales, como alto costo, 

baja biodegradabilidad y alta toxicidad (Abbott et al., 2014). Esencialmente, se trata de una 

mezcla de compuestos que forman un sistema eutéctico que presenta un descenso abrupto 

del punto de fusión respecto de los componentes puros. Además, estos componentes forman 

una mezcla líquida con cierta estructuración y un nivel de orden de más largo alcance que los 

líquidos convencionales.  

 

En 2011, Choi y colaboradores informaron sobre la existencia de líquidos iónicos naturales y 

una serie de otros productos sólidos naturales comunes que, en ciertas relaciones molares, 

generan líquidos homogéneos estables a temperatura ambiente. Dado que, en este caso, sus 

componentes son generalmente metabolitos primarios comunes, presentes en todas las 

células, tales como azúcares, alcoholes, pequeños ácidos orgánicos o bases y aminoácidos 

(Choi et al., 2011), se los denominó NADES (por sus siglas en inglés) haciendo referencia a 

su origen natural. En la Figura 3.1 se especifican las diferencias entre los NADES, los DES y 

los ILs. 
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Figura 3.1. Comparación entre líquidos iónicos (ILs), solventes eutécticos profundos (DES) y 
solventes eutécticos profundos naturales (NADES). Adaptada de Li et al., 2023. 
 

Como se esquematiza en la Figura 3.2, estos compuestos constituyentes están organizados 

en estructuras supramoleculares extendidas gobernadas por una extensa red de puentes de 

hidrógeno que le confieren a esta clase de líquidos sus cualidades peculiares. Esta estructura 

supramolecular puede retener agua, hasta ciertas concentraciones, y hacer imposible su 

evaporación (Vilková et al. 2020). Se postula que estos líquidos podrían explicar numerosos 

fenómenos biológicos, asumiendo que los NADES ocurren como una tercera fase en los 

organismos vivos y células. Por otro lado, diversos estudios han demostrado la eficacia de 

estos líquidos para disolver una variedad de compuestos naturales que son poco solubles 

tanto en agua como en lípidos, como por ejemplo flavonoides y proteínas (Hikmawanti et al., 

2021). Es por este último motivo que, dentro del alcance de esta tesis, el estudio de algunos 

NADES como solventes verdes de extracción y matriz de gelificación expande los horizontes 

en esta materia y compara su desempeño con los métodos utilizados hasta este momento. 

 

Los NADES son solventes químicamente adaptables ya que pueden ser formados 

combinando adecuadamente distintos aceptores de puentes de hidrógeno y dadores de 

puentes de hidrógeno (HBA y HBD, respectivamente, por sus siglas en inglés), como se 

muestra en la Figura 3.2. Estos compuestos precursores son moléculas orgánicas, y para 

aplicaciones en la industria alimentaria se utilizan aquellos generalmente considerados como 

seguros (GRAS). Los NADES pueden ser clasificados en 5 grupos principales en función de 

sus componentes: tipo líquido iónico, formados a partir de una base y un ácido; neutros, 

compuestos solo por azúcares o por azúcares y polialcoholes; neutros con ácidos, 

compuestos por azúcares/polialcoholes y ácidos orgánicos; neutros con bases, compuestos 

por azúcares/polialcoholes y bases orgánicas; y NADES de aminoácidos, compuestos por 

aminoácidos y azúcares/ácidos orgánicos. Los NADES presentan propiedades fisicoquímicas 

similares a los líquidos iónicos basados en bases y ácidos orgánicos, tales como bajísima 

volatilidad, puntos de fusión por debajo de 0°C y viscosidad ajustable. Esta última suele ser 
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elevada en los NADES comparando con otros solventes orgánicos y el agua, lo que puede 

ocasionar inconvenientes a la hora de ser empleados como medios de extracción. Por este 

motivo es importante monitorear de manera fina el contenido de agua de los NADES luego 

de su síntesis y evaluar cómo afecta en la viscosidad final. En general, la polaridad de los 

NADES se sitúa entre aquella del agua y de los alcoholes; según Dai et al., (2013) los NADES 

compuestos por ácidos orgánicos presentan la mayor polaridad, seguidos por aquellos 

basados en aminoácidos y luego por aquellos que contienen polialcoholes y azúcares. 

 

 
Figura 3.2. Representación de sistemas NADES-H2O. Adaptada de Nazir et al., 2023. 

 

3.1.1 NADES como solventes alternativos 

 

En los últimos años se han publicado una gran cantidad de trabajos en los que se utiliza a los 

NADES como solventes de extracción de matrices naturales, como catalizadores de procesos 

químicos o enzimáticos y como vehículos para compuestos hidrofóbicos en aplicaciones 

farmacéuticas (Vanda et al., 2018; Rente et al., 2022). Los mecanismos de acción para la 

extracción de compuestos pueden ser directos, es decir que los NADES interactúan 

directamente a través de puentes de hidrógeno con el compuesto objetivo, o indirectos 

dañando las matrices celulares y liberando así los compuestos bioactivos (en este caso los 

NADES son considerados solventes de pretratamiento). Se han reportado diversos trabajos 

sobre extracciones para una gran variedad de compuestos de plantas en los cuales los 

NADES actúan como solventes de extracción directos. Por ejemplo, se han empleado para la 

extracción de metabolitos fenólicos como cartamina de Carthamus tinctorius L. (Dai et al., 

2014) o antocianinas de flores de Catharanthus roseus (Dai et al., 2016).  
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Particularmente respecto al alcaucil, han surgido algunos estudios recientes que reportan una 

buena afinidad con los compuestos bioactivos principales y buena eficiencia de extracción 

para NADES sintetizados a partir de cloruro de colina y ácido láctico (Ozkan, 2023) y cloruro 

de colina y ácido cítrico (Brahmi-Chendouh et al., 2022). También se han publicado estudios 

sobre la extracción del ácido clorogénico, compuesto presente en el alcaucil y discutido en el 

capítulo 2, con NADES de distinta índole incluyendo betaina/trietilenglicol, prolina/ácido 

málico y cloruro de colina/1,3-butanediol (Hikmawanti et al., 2021). Cuando se emplean como 

agentes de extracción de productos naturales, los NADES presentan algunos beneficios 

sobre los solventes orgánicos alternativos como el metanol; tienen bajo costo, alta 

biodegradabilidad, son relativamente no tóxicos, sustentables y en general se preparan 

fácilmente.  

 

La Figura 3.3 esquematiza el procedimiento de síntesis típico para estos sistemas. Es 

importante remarcar que los NADES presentan algunas de las limitaciones de los ILs 

sintéticos convencionales para este uso. Su alta viscosidad es su inconveniente más 

evidente, lo que lleva a problemas prácticos que incluyen procesos lentos y engorrosos en 

transferencias de masa en soluciones de extracción y remoción de solventes (Dai et al., 

2013). Esta complicación puede ser remediada mediante asistencia de la extracción con 

agitación o temperatura, o bien diluyendo a los NADES con agua; todos estos métodos han 

sido reportados como maneras eficientes de reducir la viscosidad en estos sistemas (Savi et 

al., 2018). El agregado de agua debe ser monitoreado cuidadosamente ya que esta puede 

introducirse en la red supramolecular de puentes de hidrógeno del NADES o bien romper las 

interacciones entre sus componentes, como será discutido más adelante. 

 

Figura 3.3. Preparación de NADES (solventes eutécticos profundos naturales) a partir de 
HBA (compuesto ñbuen aceptorò de puente de hidr·geno) y HBD (compuesto ñbuen dadorò 
de puente de hidrógeno). Cuando los componentes presentan altos puntos de fusión, se 
requiere el agregado de agua (indicado con líneas punteadas). Se muestra, a la derecha, un 
diagrama de fases típico para estos sistemas. Adaptada de Li et al., 2023. 
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3.1.2 Estructura supramolecular de los NADES y rol del agua 

 

A partir de los resultados de varios estudios por dispersión de neutrones, 1H-RMN (Pisano et 

al., 2018), FT-IR y simulaciones de tipo dinámica molecular (Vilková et al., 2020; Zhekenov et 

al., 2017), resulta claro que los NADES forman una estructura supramolecular extendida de 

tipo puente de hidrógeno entre las moléculas de los componentes precursores (reduciendo 

simultáneamente las interacciones originales de puentes de hidrógeno entre las moléculas de 

cada constituyente individualmente) que resulta en una caída abrupta del punto de fusión de 

la mezcla líquida. Por otro lado, Vilkova y colaboradores mencionaron que los sistemas 

NADES-H2O son extremadamente más complejos e impredecibles que los sistemas ILs-H2O 

y que para los primeros es necesario un estudio minucioso caso por caso para revelar y 

entender las diferencias fisicoquímicas entre los NADES-H2O y las soluciones acuosas de 

sus componentes. Estos autores reportaron que el agua puede interactuar e integrarse a la 

compleja red supramolecular de los NADES; sin embargo, superado cierto umbral, esta red 

puede romperse generando una solución acuosa de los componentes individuales 

constituyentes (en la Figura 3.2 se representa la inserción de moléculas de agua en la 

estructura del NADES).  

 

Hammond et al., (2017) remarcaron que, en el arquetípico NADES compuesto por cloruro de 

colina y urea, a partir de un contenido de H2O de 50 % (m/m) la coordinación de las moléculas 

de H2O alcanza una meseta con un valor similar al del H2O pura y, por ende, resulta apropiado 

describir al sistema como una solución de los precursores del NADES en agua. Zhekenov et 

al. (2017) reportaron a través de simulaciones moleculares en sistemas de NADES 

constituidos por cloruro de colina y varios dadores de puente de hidrógeno que, a partir de 50 

% de contenido de H2O (en fracci·n molar), las mol®culas constituyentes se ñliberanò de la 

red supramolecular del NADES y empiezan a actuar como moléculas libres cambiando 

drásticamente las propiedades del líquido y el número de enlaces de puente de hidrógeno 

formado. Estos resultados se encontraron en línea con aquellos obtenidos unos años antes 

por Dai et al. (2015) que, mediante estudios por 1H-RMN de sucesivas diluciones con D2O de 

un NADES compuesto por 1,2-propanediol y cloruro de colina, establecieron una dilución 

máxima de 50 % (v/v) luego de la cual desaparecían las interacciones de puente de hidrógeno 

entre las moléculas de 1,2-propanediol y cloruro de colina. En todos los casos, los 

investigadores remarcaron que estos cambios observados a nivel molecular y nanoestructural 

se correlacionan con variaciones en las propiedades fisicoquímicas de los sistemas como su 

viscosidad, polaridad, densidad y actividad de agua. Según Pisano y colaboradores (2018), 

en el NADES constituido por ácido láctico o cítrico y glucosa o fructosa hay evidencia de una 
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gran pérdida del efecto Overhauser nuclear (NOE) entre las moléculas de los constituyentes 

a partir de contenidos de H2O de 50 % (v/v); adicionalmente, encontraron que el agregado de 

un compuesto bioactivo con conocida interacción con los precursores del NADES (quercetina) 

perturbaba las interacciones intermoleculares y hacía que incluso a diluciones menores se 

dejaran de registrar NOEs. Es importante tener presente el cambio abrupto del 

comportamiento de estos sistemas con el agregado de agua a la hora de analizar los 

resultados de este capítulo. 

 

3.1.3 NADES en matrices de encapsulación 

 

Adicionalmente, se reportaron otros usos para los NADES que incluyen: funciones de 

estabilización, aumento de tiempo de vida útil, mejora de bioactividad y biodisponibilidad 

sobre los compuestos extraídos (Hikmawanti et al., 2021), entre otros. Como se mencionó 

anteriormente, los diferentes componentes de los NADES tienen un profundo y marcado 

impacto en la polaridad, viscosidad y capacidad de disolución. Estos parámetros están a su 

vez ligados, en última instancia, a su eficiencia de extracción y su desempeño en la protección 

y vehiculización de los compuestos extraídos. La alta solubilidad está asociada con las 

interacciones dipolares y de puente de hidrógeno entre los NADES y los compuestos 

bioactivos; distintos estudios concluyeron que la optimización de los NADES en función de su 

contenido de agua, temperatura, viscosidad, entre otros factores, resultaron en mejores 

rendimientos para la extracción de compuestos bioactivos (Vilkova et al., 2020). 

 

Por otro lado, gracias a la alta afinidad de los NADES con distintos tipos de moléculas 

orgánicas, estos fueron utilizados en forma directa como agentes de extracción, pero también 

se han empleado como aditivos para la derivatización en superficie de sólidos porosos que 

puedan actuar como adsorbentes de moléculas de interés. En un trabajo reciente (Asghari et 

al., 2022), los investigadores sintetizaron NADES a partir de cloruro de colina, etilenglicol y 

polietilenglicol a los que se les adicionó una solución acuosa de alginato de sodio, llegando 

hasta un contenido total de H2O de 85 % (v/v). Cabe aclarar que, en estas condiciones, ya no 

se está en presencia de una estructura supramolecular de NADES, sino que se tiene la 

mezcla de los componentes del NADES y el polímero de alginato en solución acuosa. Los 

autores utilizan esta solución para la formación de cápsulas de hidrogel por el método 

ionotrópico (por goteo en solución de CaCl2, en forma análoga a lo descripto en el capítulo 2) 

y realizan un secado supercrítico para finalmente obtener un aerogel. Este aerogel, por último, 

es empleado para la extracción de 5-hidroximetilfurfural (HMF) de residuos de café. Los 
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aerogeles de alginato sintetizados con el NADES diluido compuesto por cloruro de colina y 

polietilenglicol resultaron ser el sistema más eficiente para la extracción del HMF entre todos 

los estudiados en ese trabajo. La elevada eficiencia de extracción fue atribuida a las 

interacciones intermoleculares entre esa molécula y los grupos funcionales de los 

componentes del NADES empleado como precursor, así como a la alta superficie específica 

de estos sistemas porosos, estudiada a través de imágenes SEM.  

 

En otro trabajo, Liu et al., (2018), sintetizaron NADES a partir de ácido cítrico y ácido málico 

para utilizarlo como solvente de extracción de compuestos bioactivos hidrofóbicos (ligninas) 

de S. chinensis. Dado que la intención final era encapsular estos compuestos de interés en 

una matriz de Ca(II)-alginato (con quitosano), evaluaron incorporarlo junto con la matriz de 

extracción a una solución acuosa de alginato. Estos autores reportan que no se obtienen 

soluciones homogéneas al realizar mezclas 1:1 en volumen, y que debieron diluir el extracto 

en NADES 1/10 con la solución de alginato para conseguir un líquido homogéneo que pudiera 

ser goteado en un baño de solución de CaCl2. De esta manera sintetizaron cápsulas de Ca(II)-

alginato cargadas con las ligninas hidrofóbicas y los componentes del NADES; en estas 

condiciones se supone que la estructura supramolecular del NADES no se encuentra 

conservada. 

 

3.1.4 Criterios de selección de los NADES estudiados 

 

Teniendo en cuenta los objetivos generales de esta tesis, se consideró pertinente explorar 

estos sistemas tan novedosos, ya que no solo presentan un alto potencial para la extracción 

de compuestos de interés a partir de fuentes naturales, sino que se ha reportado su 

compatibilidad con alginatos en la síntesis de hidrogeles. Para ello, se sintetizó una serie de 

NADES a partir de reactivos considerados como aditivos en el Código Alimentario Argentino 

(CAA), que además cumplieran los siguientes requisitos: bajo costo, alta disponibilidad y de 

fácil disposición. Se decidió principalmente estudiar NADES a base de ácido láctico y cítrico 

como HBD debido a su conocido y extendido uso como aditivos alimentarios (Younes et al., 

2020); además, estos NADES ya han sido utilizados para la extracción de compuestos 

bioactivos de otras fuentes (Bakirtzi et al., 2016; Abdallah et al., 2022). Como HBA también 

se seleccionaron compuestos comúnmente usados en la industria alimenticia y reportados 

como componentes de NADES (Guizar Gonzalez et al., 2017; Wei et al., 2015). 

Adicionalmente, se estudiaron tres NADES a base de cloruro de colina como HBA. Aunque 

su uso no está tan extendido, este reactivo es considerado GRAS, está presente como en el 
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CAA y se está estudiando como aditivo en producción de alimentos (Crucean et al., 2023). 

Asimismo, es uno de los HBA más comúnmente utilizados en la síntesis de NADES (Wu et 

al., 2022). Por último, se sintetizó un NADES a partir de ácido láctico y propilenglicol que no 

ha sido reportado. Hasta donde hemos podido comprobar, ninguno de los NADES aquí 

propuestos ha sido utilizado como solvente de extracción para compuestos de alcaucil ni 

tampoco ha sido utilizado como precursor para gelificación con alginato. 

 

Estos NADES, tanto en su versión sin modificar como en aquella diluida hasta 20 % (m/v) de 

H2O, fueron utilizados como solventes de extracción siguiendo el mismo protocolo optimizado 

en el capítulo 1 bajo el principio de continuar desarrollando una metodología económica y 

escalable. Finalmente, se sintetizaron geles ionotrópicos (Ca2+) y ácidos de alginato utilizando 

a los NADES como precursores, tanto sin modificar como a los diluidos en H2O. En el 

procedimiento de síntesis, el alginato fue agregado a los NADES tal cual fueron sintetizados 

y a su pH nativo para preservar su supraestructura molecular y determinar la influencia de 

esta potenciada red de puentes de hidrógeno en la microestructura del gel de alginato. 

Además, se sintetizaron otros geles agregando suficiente agua a los NADES como para 

desarmar esta estructura (Dai et al., 2015) y estudiar las diferencias entre el gel-NADES y el 

gel-solución acuosa de compuestos constituyentes de NADES.  

3.2 OBJETIVO 

 

El objetivo del trabajo desarrollado en este capítulo fue evaluar NADES sintetizados a partir 

de compuestos GRAS como agentes de extracción de los compuestos fenólicos presentes 

en los subproductos de tallo de alcaucil (descriptos en el capítulo 1) estableciendo la 

capacidad de extracción de compuestos y su poder antioxidante in vitro. Por otro lado, se 

proporcionó una batería de ensayos para determinar sus características fisicoquímicas y 

comprender mejor la interacción entre sus componentes y su estabilidad frente a la variación 

de algunos parámetros (temperatura y contenido de agua). Finalmente, los NADES se 

utilizaron como soluciones precursoras para una gelación con alginato de sodio -como la 

planteada en el capítulo 2- y se estudió la microestructura de los hidrogeles resultantes en la 

escala 1-100 nm con fines de comparar con aquellas conocidas y reportadas en la literatura 

(hidrogeles ácidos y ionotrópicos). 

 

3.3 MATERIALES Y MÉTODOS 
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3.3.1 Métodos 

3.3.1.1 Síntesis de los NADES 

Para la síntesis de NADES se utilizaron los siguientes reactivos: acetato de sodio y ácido 

cítrico (Biopack, Zárate, Buenos Aires, Argentina); glicina y glucosa anhidra (ACS) (Anedra, 

Bueno Aires, Argentina); ácido láctico (L) (Cicarelli, Santa Fe, Argentina); propilenglicol 

(Mallinckrodt, New York, EE. UU.); Cloruro de colina (Sigma-Aldrich, Misuri, EE. UU). 

 

Tabla 3.1. Disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) sintetizados y usados para 
la extracción de compuestos fenólicos de tallo de alcaucil. 

NADES HBD* HBA* 
H2O ADICIONAL 

PARA SU 
FORMACIÓN 

RELACIÓN 
MOLAR 

TEMPERATURA DE 
FORMACIÓN  

 
 

[AC/GLU/H]  
 
 
 
 
 

[AL/GLU/H]1  

Ácido Cítrico (AC) 
 
 
 
 

Ácido Láctico (AL)  

Glucosa (GLU) 
 
 
 
 
óô 

 
Si 
 
 
 
 
 
 

Si 

 
1:1:6 

 
 
 
 
 
 

6:1:1 

 
80°C 

 
 
 
 
 
 

50°C 

 
 
 
 

[AL/GLU/H]2  ћќ 

 

 

 

 
 

óô 

 
 
 
 

Si 

 
 
 
 

1:3:6 

 
 
 
 

80°C 

[AL/GLI/H]  ћќ Glicina        (GLI) Si 3:1:3 70°C 

 
[AL/AS] 

 
ћќ 

 
 

Acetato de sodio 
(AS) 

 
 

No 

 
 

3:1 

 
 

50°C 

 
 

[AL/PG]  

 
 
ћќ 

 
 
 

Propilenglicol            
(PG) 

 
 
 

No 

 
 
 

1:1 

 
 
 

50°C 

 
 

[AL/ChCl] 

 
 
ћќ 

 
 

Cloruro de colina 
(ChCl) 

 
 

No 

 
 

1:1 

 
 

80°C 

    

 
 
 
  

 
 
 
  

 
 
 
  

 
 
 
  

[GLU/ChCl/H]  Glucosa (GLU) 
Cloruro de colina 

(ChCl) Si 2:1:1 80°C 

 
[PG/ChCl]   

 
 

Propilenglicol (PG)  

 
 

Cloruro de colina 
(ChCl)  

 
No 

 
1:1 

 
50°C 

*HBD: donor de puente de hidrógeno (por sus siglas en inglés); HBA: aceptor de puente  
de hidrógeno (por sus siglas en inglés); H: H2O. 

En la Tabla 3.1 se detallan los componentes de cada NADES sintetizado, la temperatura y el 

tiempo requeridos para su formación. Se utilizan las siglas de sus compuestos constituyentes 
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entre corchetes (se agrega un subíndice para diferenciar entre NADES compuestos por los 

mismos reactivos) para identificar a cada NADES. 

 

Brevemente, todos los NADES en este trabajo fueron sintetizados mezclando sus 

componentes, aplicando temperatura con una plancha calefactora y agitando 

magnéticamente hasta la formación de un líquido homogéneo y transparente (el tiempo de 

formación varió entre 15 y 60 minutos). Una vez formado el líquido, fueron recolectados y 

guardados a temperatura ambiente. En todos los casos, se utilizaron los reactivos 

comerciales, sin tratamiento previo, con la excepción del cloruro de colina que fue secado en 

estufa de vacío a 80°C por 16 h debido a su naturaleza fuertemente higroscópica. Para la 

formación de algunos de los NADES, fue necesario incluir agua bidestilada en su composición 

para facilitar el contacto entre los componentes. El agua agregada no fue removida y se 

consideró como componente del NADES. Los compuestos utilizados para la generación de 

los NADES fueron: ácido láctico, glicina, acetato de sodio, glucosa, ácido cítrico, 

propilenglicol, cloruro de colina y agua bidestilada.  

3.3.1.2 Extracción de compuestos bioactivos de residuos de alcaucil 

 

La extracción de los compuestos bioactivos se llevó a cabo tal como fuera descripta en el 

capítulo 1, sección 1.3.2.4, con el procedimiento C + T + Ce, a partir de tallos de la variedad 

Sampedrino. En lugar de agua, se emplearon los NADES nativos y diluidos hasta el 20 % 

(m/m) con agua destilada como solventes de extracción.  

 

3.3.1.3 Determinación de capacidad antioxidante y contenido total de 

fenoles  

 

Se utilizaron los protocolos descriptos en la sección 1.3.2.5 del capítulo 1 para la 

determinación del contenido total de compuestos fenólicos, la capacidad de captación de 

iones radicales ABTS.+ y el poder de reducción de hierro. Para los distintos ensayos se usaron 

las mismas diluciones sobre las muestras de extractos de NADES que habían sido utilizadas 

anteriormente para las muestras acuosas. Los ensayos fueron realizados por triplicado con 

una curva de calibración de ácido gálico y los resultados se expresaron como mg de 

equivalentes de ácido gálico por gramo fresco de producto. Para las muestras con NADES 

que contuvieran cloruro de colina, se usó hidróxido de sodio al 20 % en lugar de carbonato 
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de sodio en los ensayos de TPC debido a que la presencia del carbonato generó precipitados 

impidiendo la lectura en el espectrofotómetro. 

 

3.3.1.4 Caracterización de los NADES 

 

Densidad de los NADES 

La masa fue medida en una balanza analítica modelo AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, 

Suiza), sensibilidad: 0,1/0,01 mg y capacidad máxima 210/41 g. Se colocó un vaso de 

precipitados en el centro de la balanza y cuidadosamente se depositó en él una alícuota de 

1000 ÕL de cada NADES utilizando una micropipeta calibrada (error å 1 %). Se registr· la 

masa y se calculó la densidad. Cada muestra se midió diez veces a temperatura ambiente 

(25 ± 2°C). Esta densidad se considera una aproximación y solo se utilizó para fines 

comparativos ya que la metodología presenta un error experimental significativo. 

 

pH de los NADES 

El pH de los NADES fue medido con un ph-metro Mettler delta 340 (Mettler Toledo, 

Greifensee, Suiza) dotado de electrodo de vidrio. 

 

Viscosidad de los NADES 

Se midió la viscosidad dinámica de los NADES, sintetizados como se reportó anteriormente 

y diluidos hasta un 20 % (m/m) de agua a 25°C y 50°C. Se utilizó un viscosímetro de bola 

rodante Anton Paar modelo Lovis 2000 m (Graz, Austria). Para las muestras más viscosas se 

usó un capilar de 2,5 mm de diámetro mientras que se usó uno de 1,8 mm para aquellas 

menos viscosas. Todas las mediciones fueron realizadas con una bola de hierro de 1,5 mm 

de diámetro. También se ajustó el ángulo de ensayo en 30°, 45° y 60° según la viscosidad de 

la muestra. Las muestras fueron medidas por triplicado y se expresaron los resultados en 

mPa.s. 

 

FT-IR 

Se realizó un análisis FT-IR para todos los NADES sin dilución y sus respectivos compuestos 

precursores para corroborar la formación del NADES según la observación de ciertas bandas 

características antes y después de su síntesis. Los espectros FT-IR se midieron en un 

espectrómetro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer, Inc., Shelton, CT, EE. UU.) 
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utilizando un accesorio DRIFT con microcubetas. Se utilizó KBr como agente dispersante.  Se 

añadieron 10 µL de las soluciones de NADES y de los precursores líquidos al polvo de KBr 

previamente secado a 130 °C. Para las muestras secas (algunos de los precursores) se 

añadió una punta de espátula a 1 g de polvo de KBr. Los espectros se adquirieron en modo 

de reflexión entre 650 y 4000 cmī1, realizando 8 barridos promediados con una resolución de 

4 cmī1. Se utilizó una apodización fuerte, con una corrección de fase de magnitud. Se registró 

un espectro de fondo en KBr seco antes de cada medición de espectro. El análisis espectral 

se realizó utilizando el programa Spectragryph (versión 1.2.16.1, 2022, 

https://www.effemm2.de/spectragryph). Los espectros fueron corregidos con la función 

advanced baseline usando coarseness 50 y 0 offset; luego se quitó la zona de 600 a 750 cm-

1 y se transformó el eje de ordenadas a logaritmo en base 10 del recíproco de reflectancia 

(log 1/R). Finalmente, se normalizaron los picos para mostrar de manera cualitativa su 

posición en los espectros. 

 

Análisis termogravimétrico (TGA) 

Se realizó un análisis termogravimétrico sobre las muestras de NADES sin diluir y sus 

respectivos precursores para estudiar la estabilidad de los solventes una vez formada la red 

de puentes de hidrógeno. Los ensayos se realizaron con un analizador termogravimétrico 

TGA-51H (Shimadzu Corp, Kyoto, Japón) con celda de platino y en atmósfera de nitrógeno. 

Se utilizó una velocidad de calentamiento de 10°C/min y un flujo de atmósfera de 30 mL/min. 

Se tomaron exactamente entre 5 y 8 mg de cada muestra y se midió la variación de masa 

entre 25°C y 800°C. Las muestras se midieron por simplificado. Los datos fueron tratados en 

el programa Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.) donde se aplicó 

una normalización y luego la función derivada primera para poder analizar los picos a las 

temperaturas en las que ocurren las pérdidas de temperatura en las muestras. 

3.3.1.5 Formación de hidrogeles 

 

Se sintetizaron 5 tipos de geles distintos: con y sin calcio, con los NADES formados o 

desestructurados y combinaciones de estos y en presencia o ausencia de extracto de tallo de 

alcaucil. Los geles fueron sintetizados siguiendo los protocolos mencionados a continuación:  

 

Geles G-[/]. Estos geles se formaron agregando alícuotas de volúmenes iguales de 

una solución acuosa de alginato 1,5 % (v/v) a la solución de los respectivos NADES 

sin modificación de su pH (ver el valor de pH nativo de los NADES en la Tabla 3.2). 
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Inmediatamente se agitó enérgicamente en vórtex para homogeneizar y se formó el 

gel en todo el volumen de un tubo de microcentrífuga. 

 

Geles GML-[/]. Se sintetizaron de la misma manera que los geles G- pero utilizando 

soluciones de los respectivos NADES diluidas 1/5 en agua (80 % H2O (v/v)). En la 

nomenclatura, ML se refiere a ñmol®culas libresò. 

 

Geles GMLE-[/]. Se sintetizaron de la misma manera que los geles GML- pero 

utilizando extractos (E) de tallo de alcaucil en NADES, como descripto en la sección 

3.3.1.2, y luego diluidos 1/5 en agua (80 % de H2O (v/v)). 

 

Geles GI-[/]. Para formar estos geles, una vez mezcladas las dos alícuotas de 

volúmenes iguales (NADES y solución acuosa de alginato de sodio al 1,5 % (v/v)), se 

hizo gotear esta solución en un baño de cloruro de calcio al 2,5 % (m/v) como se 

describió en el capítulo 2 sección 2.3.1.1. Las cápsulas formadas se lavaron con agua 

destilada y se recolectaron para su posterior análisis. 

Aclaración: es posible realizar este protocolo de síntesis dado que, estos NADES al 

tener un pH por encima de los pKa de los restos M y G del alginato, a diferencia de 

los geles G -[/], no gelifican espontáneamente al ser mezclados con una solución de 

alginato de sodio. 

 

Geles GIML-[/]. Se sintetizaron de la misma manera que los geles GI- pero utilizando 

soluciones de los respectivos NADES diluidas 1/5 en agua (80 % de H2O v/v). 

 

Es importante considerar que la muestra [AL/GLI/H] resultó ser inestable y al manipularse a 

temperatura ambiente precipitó rápidamente; por este motivo fue descartada para la prueba 

de gelificación en su forma nativa, utilizándose únicamente en geles GML-. Por otro lado, la 

formulación [AL/GLU/H]2 presentó una viscosidad extremadamente alta y se la descartó para 

esta prueba tanto en su forma nativa como diluida ya que era inestable en el tiempo. 

 

Geles control. Se sintetizaron controles de los geles descriptos reemplazando a las 

soluciones precursoras de NADES con H2O y aplicando los mismos procedimientos. 

Brevemente, para el control de sistemas obtenidos por gelificación ácida (H-alginato), 

se mezclaron enérgicamente partes iguales en volumen de una solución acuosa de 

alginato de sodio al 1,5 % (v/v) con una solución de agua bidestilada a pH 1; para el 

control de los sistemas obtenidos por gelificación ionotrópica (Ca(II)-alginato) se 
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preparó una solución acuosa de alginato de sodio al 0,75 % (v/v) y se hizo gotear, 

como fue explicado para los geles GI-, sobre un baño gelificante de CaCl2 al 2,5 % 

(m/v).  

 

En la Tabla 3.2 se detallan los parámetros que se utilizaron para la síntesis de cada tipo de 

gel a partir de NADES. 

  

Tabla 3.2. Parámetros para cada tipo de gel sintetizado a partir de NADES. 

GEL Tipo de gel Precursores 
 

Dilución pH 
Concentración 
final alginato (% 

m/v) 

Concentración 
CaCl2 (% m/v) en 

el baño 

G- Ácido 
 

NADES 
- Sin modificar 0,75 - 

 
GML- 

 
Ácido 

 
NADES diluido 

 
1/5 

 
Sin modificar 

 
0,75 

 
- 

 
GMLE- 

 
Ácido 

 
Extracto NADES 

diluido 

 
1/5 

 
Sin modificar 

 
0,75 

 
- 

 
GI- 

 
Ionotrópico 

 
NADES 

 
- 

 
Sin modificar 

0,75 2,5 

 
GIML- 

 
Ionotrópico 

 
NADES diluido 

 
1/5 

 
Sin modificar 

0,75 2,5 

 

3.3.1.6 Caracterización de la microestructura de los geles de NADES 

por SAXS 

 

La estructura de las matrices de Ca(II)-alginato se ha modelado como un sistema fractal de 

masa de rods de alginato interconectados y se ha caracterizado mediante dispersión de rayos 

X de bajo ángulo (SAXS), según se describe en Traffano-Schiffo et al. (2018) y como se 

comentó en el capítulo 2. En algunas muestras no es posible distinguir dos pendientes de 

ajuste para Ŭ1 y Ŭ2 (dos dimensiones fractales diferentes a distinta escala) en los gráficos de 

intensidad en función del vector de onda; en estos casos, se reportó una sola dimensión 

denominada Ŭ1-2, como será discutido en la sección resultados.  

 

Por otro lado, las mediciones se realizaron en dos equipos distintos: i) para los geles 

obtenidos a partir de NADES sin cloruro de colina, las medidas de SAXS se realizaron en la 

línea de luz SAXS2 del LNLS en Campinas, Brasil, como se reportó en la sección 2.3.2.1; ii) 

para los geles obtenidos a partir de NADES que contienen cloruro de colina, las mediciones 

fueron realizadas en el Laboratorio de Cristalografía Aplicada (LCA) de la ECyT-UNSAM 
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utilizando un equipo XEUSS 2.0 (Xenocs, Grenoble, Francia) provisto de una microfuente de 

Cu y dos detectores simultáneos para SAXS modelo Pilatus 200k (Dectris, Baden, Suiza). La 

distancia desde el detector a la muestra fue de 1 metro y se seleccionó el vector de onda (q) 

en el rango de 0,085 nm-1 < q < 3,532 nm-1. Se especificará en la discusión que se usó una 

fuente ñconvencionalò para las muestras medidas en el LCA mientras que se us· una fuente 

ñsincrotr·nò para aquellas medidas en el LNLS. Estos ¼ltimos resultados permiten mayor 

resolución. 

3.3.1.7 Análisis estadístico 

 

Todas las mediciones fueron analizadas mediante un ANOVA de dos factores con el post-

test de Tukey utilizando Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.) para 

evaluar las diferencias significativas entre los valores medios de las variables estudiadas. 

3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.4.1 Propiedades fisicoquímicas y caracterización de los NADES 

 

Se sintetizaron nueve NADES con diferente composición como se detalla en la Tabla 3.1. De 

este total, solo siete se consideraron altamente estables manteniendo su aspecto y 

propiedades fisicoquímicas (Tabla 3.3) almacenados a temperatura ambiente durante todo el 

período de ensayos (aproximadamente tres meses). La muestra [AL/GLI/H] fue muy inestable 

en su forma nativa formando un sólido blanco al llegar a temperatura ambiente, y solo pudo 

utilizarse para la medición de algunos ensayos rápidos. Durante los ensayos de viscosidad y 

formación de geles, precipitó rápidamente durante su manipulación por lo que fue descartada 

y solo se realizaron estas mediciones en su forma diluida ([AL/GLI/H] al 20 % (m/m) de H2O 

para viscosidad y propiedades bioactivas, y al 80 % de H2O (v/v) para la formación de geles 

GML-). La muestra [AL/GLU/H]2, por su parte, presentó inestabilidad tanto en su forma nativa 

como diluida (segregándose en distintas fases luego de unos pocos días) e incluso precipitó 

durante la manipulación en algunos ensayos como TGA.  

 

Todos los NADES sintetizados presentaron pH ácido (Tabla 3.3) y en línea con lo reportado 

en bibliografía (Lemaoui et al., 2021). De los nueve NADES sintetizados, dos de ellos, el 

[GLU/ChCl/H] y [PG/ChCl], mostraron un pH por encima del pKa de los restos ácidos del 

alginato de sodio. Como fue discutido en el capítulo 2, el pH de las soluciones de alginato en 

relación con los pKa del ácido gulurónico (3,65) y manurónico (3,38) tiene un profundo efecto 
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no solo en el tipo de gel que pueden formar (ácido o ionotrópico) sino también en las 

propiedades microestructurales y funcionales de los geles resultantes. Este fenómeno será 

discutido más adelante en este capítulo analizando los datos de dispersión de rayos X a bajo 

ángulo para los geles sintetizados a partir de precursores de NADES-alginato.  

 

Tabla 3.3 pH, estabilidad y densidad de los NADES sintetizados. 

NADES ESTABILIDAD pH 

DENSIDAD (g/cm3) 

sin diluir 
diluido 

hasta 20 % 
H2O 

[AC/GLU/H] 
Estable en el 

tiempo. 
1,6 1,35 ± 0,02 1,34 ± 0,02 

[AL/GLU/H]1 
Estable en el 

tiempo. 
1,6 1,30 ± 0,02 1,26 ± 0,02 

[AL/GLU/H]2 

Inestable tanto en 
forma nativa 
como diluida. 

Precipita luego de 
7 días. 

2,1 1,45 ± 0,03 1,39 ± 0,02 

[AL/GLI/H] 

Inestable en 
forma nativa. 

Precipita luego de 
algunas horas. 

2,6 1,17 ± 0,02* 1,08 ± 0,02 

[AL/AS] 
Estable en el 

tiempo. 
3,4 1,26 ± 0,04 1,17 ± 0,04 

[AL/PG] 
Estable en el 

tiempo. 
1,8 1,27 ± 0,03* 1,05 ± 0,03 

[AL/ChCl] 
Estable en el 

tiempo. 
0,4 1,27 ± 0,02* 1,22 ± 0,03 

[GLU/ChCl/H] 
Estable en el 

tiempo. 
3,9 1,37 ± 0,03* 1,27 ± 0,04 

[PG/ChCl] 
Estable en el 

tiempo. 
4,5 1,23 ± 0,02* 1,14 ± 0,02 

El * indica diferencias significativas en la densidad entre las muestras sin diluir y aquellas diluidas hasta 
20 % de H2O m/m.  

 

Se midió además la densidad de todos los NADES tanto en su forma nativa como diluidos 

hasta 20 % de contenido de H2O (m/m). En nuestro trabajo, todos los NADES mostraron 

valores de densidad por encima de la densidad del agua (0,997 a 25 °C) y aquellos que 

contuvieron glucosa como compuesto constituyente presentaron valores más elevados de 

densidad que el promedio de todos los NADES analizados, tanto en su forma nativa (1,29 ± 

0,04) como diluida (1,21 ± 0,04). Asimismo, el [AL/AS] y los tres NADES cuyo aceptor de 

puentes de hidrógeno (HBA) fue la glucosa ([AC/GLU/H], [AL/GLU/H]1 y [AL/GLU/H]2), no 

presentaron diferencias significativas en su densidad al ser diluidos con H2O hasta 20 % 
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(m/m) a diferencia de todos los otros. El [GLU/ChCl/H], en el cual la glucosa está presente en 

alta proporción molar pero como dador de puente de hidrógeno (HBD) sí presentó diferencias 

significativas al ser diluido. Se ha reportado que, si bien la densidad de distintas clases de 

NADES, incluyendo algunos sintetizados a partir de glucosa y cloruro de colina, disminuye 

linealmente con el aumento del contenido de agua, la pendiente de descenso es distinta 

según los componentes y su proporción en cada NADES (Dai et al., 2015; Savi et al., 2018). 

Para corroborar la formación de NADES una vez finalizada la síntesis y analizar las 

interacciones entre sus componentes, se realizó un estudio de FT-IR. Se midieron tanto los 

NADES sintetizados (sin diluir) como todos los reactivos utilizados para su síntesis. Las 

Figuras A1-A8 del Anexo muestran los espectros superpuestos de cada NADES y sus 

respectivos componentes puros. Comparando los espectros se pudo notar que los NADES 

presentaron corrimientos en los números de onda de vibraciones correspondientes a los 

grupos funcionales involucrados en los enlaces de puente de hidrógeno (-OH, -C=O, etc) 

respecto a los picos originales de los compuestos constituyentes (Tabla 3.4). Además, en 

todos los espectros de NADES se encontró un pico ancho entre 3000 y 3700 cm-1 indicativo 

de una fuerte zona de interacciones de tipo puente de hidrógeno que es típica de los NADES 

(Wang et al., 2019). Particularmente, los ácidos láctico y cítrico presentaron bandas 

características del estiramiento de C=O alrededor de 1735 cm-1 y otra cerca de 3400 cm-1 

relativa al estiramiento O-H (SpectraBase, John Wiley & Sons, Inc.). La glucosa y el 

propilenglicol presentaron picos característicos en 3310 y 3347 cm-1, respectivamente, que 

corresponden a los estiramientos de O-H; la glucosa, además, presentó los picos 

característicos de los estiramientos C-O-C de los carbohidratos entre 1200 y 800 cm-1. Por 

otro lado, el cloruro de colina presentó tres bandas características (953, 1088 y 3378 cm-1) 

correspondientes a la torsión N+-(CH3), estiramiento C-N y estiramiento O-H, respectivamente 

(Albertini et al., 2023). Por último, el acetato de sodio presentó un pico marcado en 1578 cm-

1, típico del estiramiento asimétrico del carboxilato CO2
- (Smith, 2018); además, se identificó 

el pico correspondiente al estiramiento del C-H sp3 que, si bien no debería estar involucrado 

en los enlaces de puente de hidrógeno, podría presentar un corrimiento en el sistema que 

contiene al acetato indicando la formación del NADES.  

 

Todos los NADES sintetizados a partir de cloruro de colina, [AL/ChCl], [GLU/ChCl/H] y 

[PG/ChCl], presentaron un corrimiento hacia números de onda más altos (blueshift) en el pico 

correspondiente a la torsión de N+(CH3) respecto al valor original del cloruro de colina puro 

(Tabla 3.4), confirmando el involucramiento del N en los enlaces de tipo puente de hidrógeno 

con los otros componentes de los NADES (mediante la interacción electrostática del anión Cl-

, Kim Ung Ling et al., 2022). En [AL/ChCl] el pico de C=O no sufrió corrimiento respecto al 



   

 

99 

 

valor del ácido láctico (1735 cm-1) indicando que el carbonilo no forma parte de la red de 

puentes de hidrógeno y que solo los -OH de ambos compuestos y el Cl- del ChCl forman 

puentes de hidrógeno. Por otro lado, en [PG/ChCl] se observa un pico de estiramiento -OH a 

3378 cm-1 sin corrimiento respecto al valor obtenido para el ChCl puro (Tabla 3.4), pero con 

un blueshift respecto a aquel del PG, indicando que las interacciones intermoleculares 

ocurren principalmente entre los -OH del PG y el Cl- del ChCl. Por último, [GLU/ChCl/H] mostró 

un corrimiento blueshift respecto al pico de la vibración -OH de la glucosa pura y también un 

corrimiento hacia valores menores de número de onda (redshift) en el -OH del ChCl indicando 

potenciales enlaces de puente de hidrógeno entre los -OH de ambos compuestos. Todos los 

NADES compuestos por glucosa mostraron blueshifts en la vibración del -OH respecto al 

valor de referencia de la glucosa pura, confirmando interacciones con el otro compuesto 

constituyente y, por ende, sugiriendo la formación del NADES (Albertini et al., 2023).  

 

La incidencia de las moléculas de agua en la estructuración de los NADES puede apreciarse 

ampliamente al comparar los sistemas [AL/GLU/H]1 y [AL/GLU/H]2. En la Tabla 3.4 se observa 

el corrimiento del pico de estiramiento de -OH hacia valores de número de onda bastante más 

altos en el primer sistema (3402 cm-1), mientras que, en el segundo sistema, que cuenta con 

mayor proporción de moléculas de agua (Tabla 3.1), se verifican corrimientos hacia valores 

de número de onda más bajos (3366 cm-1). Dado que, como ha sido reportado, la formación 

de puentes de hidrógeno tipo X-H---Y provoca un aumento en la distancia del enlace X-H y 

por ende una disminución en su energía generando un redshift (Wang et al., 2019), es posible 

que en [AL/GLU/H]2 las moléculas de agua, que están en mayor concentración respecto a 

[AL/GLU/H]1, debiliten a las interacciones de puente de hidrógeno entre el -C=O del AL y los -

OH de la glucosa provocando un redshift en ambos picos respecto a aquellos del AL puro. Es 

relevante mencionar que en bibliografía está reportado que el agua presente juega un rol 

fundamental, debiéndose considerarla como un compuesto constituyente más (Wang et al., 

2019). 

Por último, el [AL/PG] solo mostró un blueshift para el estiramiento -OH, indicando que las 

únicas interacciones presentes en ese NADES son entre los -OH de AL y PG y potencialmente 

de las moléculas de agua presentes en la solución de AL. Como se discutirá más adelante 

(Fig. 3.9), este sistema no muestra una estructuración tan característica en la formación de 

geles con alginato, lo cual pone en duda la formación de un NADES propiamente dicho.  
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Tabla 3.4. Desplazamientos vibracionales en el FTIR de los grupos principales de los NADES 
comparados con sus componentes. 

Desplazamiento 
(cm-1) 

Precursores 
 

[AL/AS]  
 

[AL/GLU/H]1  
 

[AC/GLU/H]  
 

[AL/GLU/H]2  
 

[AL/PG]  [PG/ChCl]  [GLU/ChCl/H]  [AL/ChCl]  

Contiene 
H2O 

  No Si Si Si No No Si No 

 Ácido Láctico         

 
Carbonilo 

 

1735 1724 1734  1732 1735   1735 

Estiramiento 
O-H 

3397 3427 3402  3366 3400   3364 

 Glucosa         

Estiramiento 
O-H 

3310  3402 3417 3366   3361  

 Acetato de 
sodio 

        

C-H sp3 2998 2988        

Carbonilo 1578 1724        

 Propilenglicol         

Estiramiento 
O-H 

3348     3400 3378   

 Cloruro de 
colina 

        

Torsión 
N+(CH3) 

953      955 956 956 

Estiramiento 
C-N 

1088      1045 1079 1130 

Estiramiento 
O-H 

3378      3378 3361 3364 

 Ácido Cítrico         

Carbonilo 1735   1720      

Estiramiento 
O-H 

3401   3417      

 

La Tabla 3.5 muestra la viscosidad dinámica (mPa.s) obtenida para todos los NADES tanto 

nativos como diluidos hasta 20 % de H2O (m/m) medida a dos temperaturas (25 y 50 °C). Es 

importante medir la viscosidad de los NADES, sobre todo si se utilizarán como solventes de 

extracción, ya que una viscosidad elevada puede retrasar la penetración de los analitos en la 

red supramolecular de puentes de hidrógeno (Liu et al., 2018). Comparados con solventes 

tradicionales, algunos NADES con alta viscosidad pueden ser lentos para disolver analitos; 

sin embargo, la velocidad de disolución no es equivalente a la solubilidad (Liu et al., 2018). 

Como es esperable (Mondal et al., 2023), todas las muestras presentaron un descenso 

significativo en su viscosidad al aumentar la temperatura de medición de 25 a 50 °C. Además, 

la dilución con agua también provocó un descenso significativo en la viscosidad de todas las 

muestras (Tabla 3.5).  
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Tabla 3.5. Viscosidad dinámica a dos temperaturas para cada NADES nativo y diluido hasta 
un 20 % (m/m) de contenido de agua. 

NADES 

Temperatura (°C) 
 
 

*2 

Viscosidad dinámica (mPa.s)  
 

sin diluir 
diluido hasta 20 

% H2O  
*1 

 

[AC/GLU/H] 
25 697 ± 16d 46,3 ± 0,8b  

50 116 ± 2 15,1 ± 0,4  

[AL/GLU/H]1 
25 325 ± 6e 21,2 ± 0,4e  

50 58 ± 1 7,5 ± 0,4  

[AL/GLU/H]2 
25 3504 ± 70a 65,6 ± 1a  

50 337 ± 7 18,3 ± 0,4  

[AL/GLI/H] 
25 - 32,9 ± 0,8d  

50 - 11,6 ± 0,4  

[AL/AS] 
25 1043 ± 20c 39,8 ± 0,8c  

50 139 ± 3 12,6 ± 0,4  

[AL/PG] 
25 53 ± 1g 12,6 ± 0,4f  

50 12,1 ± 0,4 4,9 ± 0,4  

[AL/ChCl] 
25 177 ± 4f 19,5 ± 0,4e  

50 50 ± 1 8,6 ± 0,4  

[GLU/ChCl/H] 
25 2868 ± 67a 48,5 ± 0,8b  

50 453 ± 9 17,4 ± 0,4  

[PG/ChCl] 
25 63 ± 1g 18,4 ± 0,4e  

50 22,1 ± 0,4 7,7 ± 0,4  

*1todas las muestras presentaron diferencias significativas al ser diluidas al 20 % de agua. 

*2 todas las muestras presentaron diferencias significativas entre 25 y 50°C. 

Las letras indican diferencias significativas entre la viscosidad de las distintas muestras medidas a 

25°C. Se compararon por un lado las muestras sin diluir y por el otro las muestras diluidas hasta 20 % 

(m/m) de H2O (cada columna en forma independiente).  

 

La viscosidad disminuye con la temperatura y en la mayoría de los líquidos esta relación es 

exponencial. En general, más viscoso es el líquido, más sensible será al cambio de 

temperatura (Tarikuzzaman et al., 2019). Debido a que la temperatura disminuye levemente 

la viscosidad del agua, pero muy pronunciadamente aquella de líquidos más viscosos, este 

efecto favorece relativamente a las muestras que presenten menor contenido de agua. De 

hecho, las muestras sin diluir registraron un descenso promedio de 80 ± 8 % pasando de 25 

a 50 °C respecto al promedio de 64 ± 5 % de las muestras diluidas. Un efecto análogo se da 

para las viscosidades registradas para cada muestra luego de la dilución con agua. Si bien 

todas las muestras presentaron diferencias significativas entre el NADES tal cual y diluido 

(tanto a 25 como 50 °C), las muestras que contienen propilenglicol ([AL/PG] y [PG/ChCl], que 
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fueron aquellas con menor viscosidad en su forma nativa), registraron un descenso promedio 

de 73 ± 3 % respecto al promedio del resto de las muestras que fue de 95 ± 3 %, en línea con 

los resultados obtenidos por Savi et al., (2019); esto indica que, de manera similar a lo que 

sucede aumentando la temperatura, el agregado del agua favorece relativamente a las 

muestras originalmente más viscosas. 

 

Los termogramas evaluados por TGA de los NADES y sus componentes constituyentes puros 

se muestran en la Figura 3.4. Además, se muestran los gráficos de la derivada primera (DTG). 

En general, todos los NADES presentaron un pequeño primer pico de pérdida de masa hasta 

aproximadamente 150 °C debido a la pérdida de agua. Este pico se vio menos acentuado en 

los NADES sin agua agregada (Tabla 3.1). El comienzo de la descomposición de AL ocurrió 

a alrededor de 130 °C, el de glucosa en 150 °C y de PG a 75°C; este último valor suele estar 

reportado a valores mayores de temperatura. Las temperaturas de descomposición de los 

NADES reflejaron aproximadamente aquellas de los compuestos constituyentes, por lo que 

todos fueron estables al menos hasta 75°C y podrían llegar a ser utilizados en extracciones 

hasta esa temperatura. El hecho de que ningún DTG de los NADES mostrara algún pico de 

atenuación por debajo de los respectivos picos de los compuestos constituyentes apunta a la 

estabilidad de los NADES y la interacción entre los HBA y HBD del solvente (Savi et al., 2018). 

Específicamente, todos los NADES sintetizados a partir de glucosa mostraron un DTG 

ligeramente corrido hacia temperaturas más altas respecto a sus compuestos constituyentes; 

esto podría indicar una fuerte interacción entre la glucosa y los otros componentes como lo 

que se observó en FT-IR (Tabla 3.4). 
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Figura 3.4. Termogramas (TGA) y sus respectivos gráficos de derivada primera (DTG) para 
8 NADES. El NADES [AL/GLU/H]2 no se pudo medir por motivos de estabilidad. (continuará) 
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Figura 3.4. Termogramas (TGA) y sus respectivos gráficos de derivada primera (DTG) para 
8 NADES. El NADES [AL/GLU/H]2 no se pudo medir por motivos de estabilidad. 
 

3.4.2 Extracción de bioactivos con NADES 

 

Con el fin de evaluar la capacidad de extracción de los NADES frente a compuestos bioactivos 

del subproducto de tallos de alcaucil de la variedad Sampedrino (seleccionado en el capítulo 

1 como mejor materia prima para la extracción de compuestos bioactivos), se realizaron 
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extracciones empleando el método puesto a punto en el mismo capítulo (C+T+Ce). Se 

mantuvieron las mismas proporciones de muestra y solvente descriptas anteriormente 

reemplazando al agua como solvente de extracción con cada uno de los NADES. 

Adicionalmente, para estudiar si el agua presente en los NADES pudiese tener una influencia 

en la eficiencia de extracción, se realizaron las mismas extracciones utilizando una versión 

de cada uno de los NADES diluida con agua bidestilada hasta un 20 % (m/m) de contenido 

de agua.  

 

La Figura 3.5 muestra el contenido total de compuestos fenólicos (a) y la capacidad 

antioxidante frente al radical ABTS+. (CA ABTS) (b) normalizados para los pares de 

NADES/NADES diluido respecto a un control de extracto realizado con agua bidestilada 

obtenido en el mismo momento. En primer lugar, se observa que, en general, los NADES 

nativos no se desempeñaron particularmente mejor que el control de agua, tanto para el TPC 

como para la CA de ABTS; de hecho, ninguno de ellos mostró una mejoría y la mayoría 

mostraron rendimientos de extracción y capacidad antioxidante significativamente menores 

que el control. El agregado de agua a los NADES mejoró su capacidad de extracción de 

fenoles totales (Fig. 3.5-a) en todos los casos excepto para [AL/PG] y [PG/ChCl]. Para la CA 

de ABTS (Fig. 3.5-b) este efecto fue considerablemente menor y solo [AC/GLU/H] y [AL/AS] 

mostraron diferencias significativas positivas entre su versión nativa y aquella diluida. Como 

fue mencionado anteriormente, la elevada viscosidad de los NADES puede presentar un 

impedimento en la difusión de los analitos desde el soluto hacia la solución de extracción, por 

lo que un aumento en las propiedades de extracción al aumentar el contenido de agua es 

esperable y ya ha sido previamente reportado (Hu et al., 2023), como fuera discutido en la 

introducción. Por otro lado, el efecto inverso respecto a la tendencia general luego del 

agregado de agua a los NADES con PG puede ser explicado por dos factores. El PG ha sido 

reportado como solvente de extracción para compuesto fenólicos y se ha encontrado una 

correlación positiva entre su concentración en soluciones acuosas y la eficiencia de extracción 

(Fonseca de Conceicao et al., 2023). Por otro lado, [AL/PG] y [PG/ChCl] fueron los NADES 

que mostraron una menor disminución en porcentaje de su viscosidad al ser diluidos por lo 

que el efecto de disminución de viscosidad podría no ser tan relevante para la difusión de los 

analitos respecto a los otros NADES.    
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Figura 3.5. a) Contenido total de fenoles (TPC), y b) CA ABTS para los extractos de tallos de 
alcaucil obtenidos con distintos NADES tanto nativos como diluidos hasta 20 % con agua 
bidestilada.  
* indica diferencias significativas entre el extracto obtenido con agua pura y al menos un 
solvente del par NADES/NADES 20 % H2O. 
 

 

Analizando la totalidad de las muestras no se encontraron correlaciones entre la viscosidad 

de los NADES y otras propiedades fisicoquímicas estudiadas en este capítulo con el TPC y 

la CA de ABTS. Estos resultados indicarían que la diferencia principal en la selectividad 

diferenciada de los NADES hacia los compuestos fenólicos yace entonces en sus 

propiedades químicas y en las interacciones compuesto constituyente/analito, en línea con lo 

reportado por Hu et al., (2023). El único NADES que presentó diferencias significativas 

superando al control en ambas mediciones fue el [AL/GL/H] diluido (la versión nativa no se 

empleó en este ensayo ya que fue inestable). Este resultado se condice con los resultados 

obtenidos por Bakirtzi et al. (2016) que encontraron altas eficiencias de extracción de un 

NADES análogo comparado con otros formulados con ácido láctico, cloruro de colina y 

acetato de sodio para la extracción de compuestos fenólicos de distintas plantas medicinales 

y con aquellos de Pires et al. (2022) para la extracción de compuestos bioactivos de pitaya 

(aunque en este trabajo una solución de etanol al 60 % resultó ser significativamente más 

eficiente que el NADES). En esos trabajos se usaron extracciones asistidas por ultrasonido y 

temperatura, por lo que conseguir una mayor eficiencia de extracción de TPC con el NADES 

respecto al agua utilizando solo agitación magnética y temperatura ambiente indicaría que 

este NADES podría ser potencialmente un buen solvente de extracción para esta planta. 

Cabe destacar que, para este mismo sustrato, la extracción con agitación magnética con agua 

resulto ser más eficiente que aquella con etanol y con ultrasonido como fuera discutido en el 

capítulo 1, sección 1.4.2.2. Este resultado podría ser atribuido a la polaridad de este NADES 

que le podría conferir una afinidad potenciada para la interacción con los compuestos 

bioactivos del tallo de alcaucil respecto a los otros NADES, pero serán necesarios más 
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estudios para corroborar esta propiedad. Adicionalmente, siendo que este NADES en su 

forma nativa fue inestable y que incluso diluido presentó una viscosidad relativamente alta, 

sería deseable estudiar una modulación mediante diluciones con agua para mejorar su 

potencial escalabilidad. 

 

Considerando los resultados aquí obtenidos para las propiedades fisicoquímicas de los 

NADES y su desempeño como solventes de extracción, es importante señalar ciertas 

limitaciones de este estudio para contextualizar los hallazgos. Por un lado, si bien en el 

capítulo 1 se encontraron correlaciones fuertes para todas las muestras analizadas entre 

TPC, CA de ABTS y FRAP, este no fue el caso para los NADES. Esto puede deberse a que 

los NADES, a diferencia del agua, extraigan compuestos bioactivos de manera selectiva 

(según la afinidad que tenga cada compuesto constituyente con los analitos) que den señal 

en el ensayo de Folin-Ciocalteu pero que no necesariamente sean reactivos frente al radical 

ABTS.+. Por otro lado, considerando los resultados de todas las muestras, tampoco se 

encontraron correlaciones entre la densidad, la viscosidad, el TPC y la CA ABTS (tanto para 

los NADES nativos como diluidos). Sin embargo, dentro de los nueve NADES sintetizados en 

este trabajo, para el grupo de NADES formados por glucosa como HBA ([AC/GLU/H], 

[AL/GLU/H]1 y [AL/GLU/H]2), se encontraron correlaciones entre la fracción molar de glucosa 

(xi glucosa), y la densidad, la viscosidad y el TPC (Fig. 3.6) Por el contrario, si se considera 

como una serie a todos los NADES compuestos por ácido láctico como HBD (con distintos 

compuestos como HBA), no se encontraron correlaciones (figura no mostrada). Esto 

demuestra que solo dentro de ciertas series es posible inferir las propiedades resultantes a 

partir de la composición del NADES.  

 

La complejidad de los NADES hace que frecuentemente sus propiedades fisicoquímicas sean 

impredecibles, especialmente cuando se trata de NADES hidrofílicos en los que hay que 

considerar al agua dentro de las interacciones intermoleculares (Fernandes et al., 2023). 

Estas interacciones luego se reflejan en las propiedades funcionales que pueden ser 

extremadamente variadas para distintas composiciones de NADES (Savi et al., 2018). Por 

este motivo, resulta difícil sistematizar y extrapolar resultados entre NADES formados por 

distintos compuestos constituyentes y en diferentes proporciones. En los últimos años han 

surgido trabajos que intentan predecir y correlacionar las propiedades fisicoquímicas de los 

NADES (Fernandes et al., 2023). Sin embargo y especialmente cuando son utilizados como 

solventes de extracci·n, se siguen evaluando y seleccionando con un sistema de ñcaso por 

casoò (Anmol et al., 2023).   
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Figura 3.6. Correlaciones entre TPC, densidad, viscosidad dinámica y fracción molar de 
glucosa para los NADES que contuvieron glucosa como HBA ([AC/GLU/H]; [AL/GLU/H]1; 
[AL/GLU/H]2). 
 

3.4.3 Efecto de la solución precursora de NADES nativos en la 

estructura del gel formado 

Se sintetizaron geles a partir de precursores de NADES-alginato como se describe en la 

sección 3.3.1.5 y esquematizado en la Tabla 3.2 y Figura 3.7 (los geles se pueden observar 

en la Figura 3.8). Para determinar su microestructura y poder comparar con aquella obtenida 

para los geles H-alginato y Ca(II)-alginato descriptos en el capítulo 2, se midieron por SAXS 

(sección 3.3.1.6). 
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Figura 3.7. Representación gráfica de los NADES sintetizados y utilizados para la formación 
de distintos tipos de geles con alginato. Los colores representan los compuestos 
constituyentes; la proporción de los colores indica su relación molar.  
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Figura 3.8. Imágenes representativas de los distintos sistemas. Arriba a la izquierda: gel de 
tipo G- formado dentro de un tubo por agitación enérgica; el resto de las imágenes muestra 
geles ionotrópicos para los NADES [GLU/ChCl/H] y [PG/ChCl/] con su respectivo control. 
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Figura 3.9. Curvas de dispersión de SAXS para a) los geles G- medidos con fuente sincrotrón 
y b) los geles GI- medidos con fuente convencional y sus respectivos controles medidos en 
el mismo instrumento. En cada gráfico se muestran las curvas de dispersión y los ajustes 
(log-log) en las zonas correspondientes (según el modelo empleado para la caracterización 
de cada tipo de estructura: geles particulados o poliméricos). 
 

La Figura 3.9 muestra las curvas de dispersión de SAXS para los geles G- y los geles GI-. 

Como puede observarse, las curvas correspondientes a G-[AC/GLU/H] y G-[AL/GLU/H]1 

presentan una sola recta de ajuste (log-log, identificada como una línea oscura sobre la curva 

de dispersión) a diferencia de los controles y del resto de los geles. En general, tanto los geles 

H-alginato como Ca(II)-alginato presentan curvas en las que se pueden distinguir 2 zonas 

fractales en torno a la escala de tamaño característico de los rods, correspondientes a la 

dimensión fractal de la red de rods interconectados y al empaquetamiento dentro del propio 

rod, respectivamente. Cada una de estas dimensiones fractales está representada por una 
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zona de ajuste exponencial, como se discutió en el capítulo 2. Sin embargo, en el caso de 

estructuras poliméricas, generadas a partir del entrecruzamiento de hebras de polímero en 

forma más extendida y homogénea en ese rango de escalas de tamaño, ya no se espera 

encontrar dos zonas distinguibles, sino una única dimensión fractal (un esquema ilustrando 

el modelo propuesto se presenta más adelante, en la Figura 3. Es decir, en estos sistemas 

no puede discernirse netamente una diferencia de densidad de empaquetamiento que denote 

la formación de rods. Como se discutirá en el capítulo 5, el mismo tipo de curvas en la 

caracterización por SAXS se evidencia al secar una muestra de hidrogel típico, con estructura 

de rods ramificados, al colapsar los rods por efecto del secado. En este caso, se pierde la 

estructura de poros y, como consecuencia, la estructura muestra un mismo nivel de 

empaquetamiento en toda la escala de tamaños. Un efecto similar fue visto por Lombardo et 

al., (2013) en curvas de dispersión de SAXS para zeolitas que superaban cierto umbral de 

tamaño. 

 

Tabla 3.6. Parámetros de SAXS para los geles G- (H-alginato) medidos con fuente Sincrotrón. 
El * indica diferencias significativas con el valor de ese par§metro obtenido para el control. Ŭ1-

2 fue comparado contra Ŭ1 del control. 

  
H-Alg 

Sincrotrón 
G-[AL/AS] G-[AL/GLU/H]1 G-[AC/GLU/H] G-[AL/PG] 

Ŭ1 
2,716 ± 

0,004 

2,413 ± 

0,006* 
- - 2,587 ± 0,007* 

Ŭ1-2 - - 2,671 ± 0,006* 2,532 ± 0,003* - 

Ŭ2 
3,154 ± 
0,004 

2,619 ± 

0,009* 
- - 3,186 ± 0,004* 

R 
7,135 ± 
0,004 

8,944 ± 

0,009* 
- - 6,916 ± 0,007* 

 

En trabajos previos (Aguirre-Calvo et al., 2018; Salvati et al., 2022) se encontró una dimensión 

fractal menor a escalas de tamaño superiores al tamaño característicos de los rods (R); es 

decir, se observa que t²picamente Ŭ1 < Ŭ2. Por otro lado, ambos parámetros aumentan en 

geles ácidos (H-alginato) respecto a los geles ionotrópicos (Sonego et al., 2016). Analizando 

los parámetros obtenidos a partir de los geles G- (H-alginato) medidos con fuente sincrotrón 

(Tabla 3.6), para el sistema G-[AL/PG] se obtuvieron valores de Ŭ1 y Ŭ2 similares a aquellos 

obtenidos para el control; si bien existió una diferencia estadística significativa, no es una 

diferencia sustancial en términos estructurales (Sonego et al., 2016). Esto podría indicar que 

las cadenas de alginato interactúan formado rods entrelazados generando una matriz de H-

alginato que engloba poros conteniendo al NADES en lugar de poros acuosos como sucede 

en el control, sin redundar en mayores modificaciones en su microestructura. O bien que, 
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como se discutió más arriba (Tabla 3.4), en el caso del sistema [AL/PG] no se llega a formar 

un NADES. 

 

Para el sistema G-[AL/AS] ambos valores, Ŭ1 y Ŭ2, disminuyeron respecto al control de H-

alginato. Esto podría explicarse considerando el valor de pH de este sistema (pH = 3,4; Figura 

3.7) que se encuentra muy próximo a los valores de pKa de los restos M/G del alginato 

(discutido en capítulo 2), por lo que no se estaría formando un típico entramado de H-alginato. 

Tanto el bajo valor obtenido para Ŭ1 (densidad de la interconexión de rods) como para Ŭ2 

(densidad de empaquetamiento dentro de los rods) puede justificarse por el bajo grado de 

protonación de los residuos M y G de las hebras de alginato. Asimismo, el tamaño 

característico de los rods (reflejado por el parámetro R), muestra un aumento significativo 

respecto del control.  Se trataría de una red de rods más grandes, pero menos compactos y 

ramificados. La menor afinidad entre hebras de alginato explica los tres fenómenos 

observados: mayor grado de desorden en el ensamblado del polímero, formando una 

estructura más abierta y voluminosa a nivel de los rods, y menos entramada a mayores 

escalas de tamaño.  

 

Para los sistemas G- [AL/GLU/H]1 y G- [AC/GLU/H], cuyos NADES contenían agua agregada 

en su formulación, no fue posible obtener dos zonas de dimensiones fractales distinguibles 

por lo que se consider· una sola zona de ajuste exponencial y se obtuvo el par§metro Ŭ1-2. 

Lo que muestra este fenómeno es que no existe en estos hidrogeles una diferencia categórica 

entre la estructura del rod per se y la red interconectada de estos rods. Su estructura se podría 

visualizar como una red polimérica en la cual se van ensamblando cadenas de alginato 

interconectadas en una estructura fractal que puede estar representada por una única 

dimensi·n fractal en toda la escala, entre 2 y 40 nm. Si se compara el valor de Ŭ1-2 con el 

valor de Ŭ1 y Ŭ2 del control (Tabla 3.6) es posible notar que hubo una leve disminución 

respecto a Ŭ1 y una disminuci·n m§s brusca respecto a Ŭ2. Una posible explicación para 

ambos fenómenos podría involucrar al agregado de agua en los sistemas NADES de partida, 

ya que al encontrarse la estructura de los NADES parcialmente desorganizada por las 

moléculas de agua (ver discusión sobre FT-IR y Tabla 3.4), las cadenas de alginato no 

quedarían inicialmente excluidas de la estructura laxa de NADES-H2O y, por consiguiente, se 

estarían nucleando con mayor dificultad (ver más adelante, Figura 3.13). Toda la cinética del 

proceso de nucleación y crecimiento se verá enlentecida y, como consecuencia, no se 

llegarán a formar partículas (rods), sino que se formarán redes poliméricas extendidas, en las 

que habrá también, seguramente, interacciones entre las hebras de alginato y otros grupos 

de los componentes del NADES.  
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Tabla 3.7. Parámetros de SAXS para los geles ionotrópicos de NADES medidos con fuente 
convencional. El * indica diferencias significativas con el valor de ese parámetro obtenido para 
el control. 

  Ca(II)-Alg Conv. GI-[PG/ChCl] GI-[GLU/ChCl/H] 

Ŭ1 1,46 ± 0,04 1,60 ± 0,04 1,60 ± 0,04 

Ŭ2 2,62 ± 0,09 3,31 ± 0,11* 2,45 ± 0,10 

R 7,42 ± 0,14 6,4 ± 0,11* 7,84 ± 0,10 

 

En los dos sistemas GI- (geles ionotr·picos), es posible observar un ligero aumento de Ŭ1 

(Tabla 3.7) respecto al control (ausencia de NADES). En el caso de la gelación ionotrópica, 

también es plausible suponer una ralentización en la cinética del proceso de gelificación ya 

que se encuentra limitado por difusión. Esto aumentaría la tendencia de los rods a 

interconectarse ya que posiblemente permanezcan durante más tiempo hebras sin formar 

zonas de unión y, por ende, sin incorporarse a los rods incipientes. Este resultado se condice 

con lo hallado por Sonego et al., (2016). Cuando se analiza la estructura a escalas menores 

al tamaño de los rods (Ŭ2), se encuentra una diferencia notable entre los dos sistemas 

evaluados, GI-[PG/ChCl] y GI-[GLU/ChCl/H]. En este ¼ltimo los valores de Ŭ2 y R no presentan 

diferencias significativas con el control, mientras que, en el primero, el Ŭ2 muestra un aumento 

considerable y el R un descenso también importante. Es decir, en el sistema GI-[PG/ChCl] 

los rods formados son mucho más compactos y presentan un menor radio que en el control. 

Nuevamente, la hipótesis de una exclusión de las cadenas de alginato respecto a la estructura 

nativa del NADES podría explicar una mayor nucleación inicial (favorecida por la 

concentración de alginato en esos volúmenes excluidos), lo cual daría como consecuencia 

un menor tamaño de rod. Por otro lado, una mayor compactación de la red de los rods por la 

cercan²a entre las hebras de alginato precursoras explicar²a el brusco aumento en Ŭ2. Una 

particularidad de estos sistemas inotrópicos es que en realidad el pH de estos NADES 

precursores ([PG/ChCl] y [GLU/ChCl/H]) fue de 4,5 y 3,9 respectivamente, los cuales, si bien 

no son suficientemente bajos como para producir una gelación ácida, están bastante por 

debajo del valor medido en soluciones de alginato de sodio (5,5 ï 6,0; véase sección 2.1.2.2). 

Por lo tanto, es esperable que en casos en que las hebras de alginato se encuentren 

relativamente próximas entre sí, ocurra una interacción mediada tanto por el catión divalente 

como por la protonación parcial de los residuos de alginato. En el capítulo 2 se encontró que 

los geles ionotr·picos sintetizados a pH 3,8 presentaron valores de Ŭ1, Ŭ2 y R 

significativamente mayores a los homólogos a pH 5,0 y 6,8. Aquí los cambios no fueron tan 

bruscos, pero es importante destacar que se utilizó una concentración de alginato efectiva del 
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50 % (0,75 % m/v) y que es posible que al agregar la solución de alginato el pH se elevara 

sensiblemente también; en el capítulo 2 se encontró que ya a pH 5,0 los cambios respecto al 

pH 3,8 fueron drásticos (sección 2.11). 

 

3.4.4 Efecto de la destrucción de la red supramolecular del NADES 
en la microestructura 
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Figura 3.10. Interconectividad (Ŭ1) de a) geles G- y GML- medidos con fuente sincrotrón y b) 
geles GI- y GIML- medidos con fuente convencional. En cada gráfico se identifica además la 
interconectividad obtenida para el respectivo control. Se muestran las barras de error obtenido 
en el ajuste logarítmico de las curvas de dispersión de SAXS. El * indica diferencia significativa 
entre los valores de G- y GI- y aquellos de GML- y GIML-. 
 

En la Figura 3.10 se muestra una comparaci·n entre los valores de interconectividad (Ŭ1) para 

las formulaciones ya analizadas (curvas de SAXS mostradas en la Figura 3.9 y parámetros 

presentados en las Tablas 3.6 y 3.7) y para formulaciones obtenidas a partir de los mismos 

sistemas NADES diluidos. En líneas generales, la interconectividad de los rods no se vio 

fuertemente modificada por el agregado de agua a los sistemas de NADES. Si bien se 

encontraron diferencias significativas, estas no representan una diferencia apreciable en la 

estructura como fue discutido en el capítulo 2. Los geles H-alginato presentan mayor 

interconectividad de los rods (Ŭ1) comparados con los sistemas ionotrópicos, como fue 

discutido en el cap²tulo 2 y se observa en las Tablas 3.6 y 3.7. La tendencia a disminuir de Ŭ1, 

que se evidencia en los sistemas diluidos frente a los NADES sin dilución, podría atribuirse al 

ligero aumento de pH producido al diluir las soluciones precursoras de NADES. Un efecto 

análogo se observó para los sistemas G- [AL/GLU/H]1 y G- [AC/GLU/H], que al contener más 

agua en su composici·n inicial vieron una disminuci·n en su Ŭ1-2 respecto al Ŭ1 del control 

(Tabla 3.6). Esta hipótesis se ve reforzada al analizar el comportamiento de los sistemas G- 

y GML- del NADES [AL/AS], ya que al tratarse del sistema con pH más alto (3,4), un pequeño 
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aumento del pH con la dilución produce un cambio abrupto en las interacciones 

intermoleculares entre las cadenas de alginato debido a la cercanía del pH del sistema al pKa 

del ácido gulurónico (3,65). 
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Figura 3.11. Densidad (Ŭ2) de a) geles G- y GML- medidos con fuente sincrotrón y b) geles 
GI- y GIML- medidos con fuente convencional. En cada gráfico se identifica además el valor 
obtenido para el respectivo control. El * indica diferencia significativa entre los valores de G- 
y GI- y aquellos de GML- y GIML-. 
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Figura 3.12. Radio de giro característico de los rods (R) de a) geles G- y GML- medidos con 
fuente sincrotrón y b) geles GI- y GIML- medidos con fuente convencional. En cada gráfico 
se identifica además el valor de R obtenido para el respectivo control. El * indica diferencia 
significativa entre los valores de G- y GI- y aquellos de GML- y GIML-.  
 

Con respecto a la densidad (Ŭ2) y al tamaño de los rods (R), en los sistemas de H-alginato, 

podemos observar que para los sistemas formulados a partir de [AL/AS] tanto la densidad 

como el tamaño de los rods se ven afectados al diluir el sistema con agua. Tal como se 

menciona más arriba, esto es esperado por tratarse de un sistema límite en cuanto al valor 

de pH inicial de la muestra: la dilución posterior genera un aumento de pH que resulta en una 
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protonación muy baja de las cadenas de alginato y dificulta su ensamblado. Es decir, el mismo 

efecto observado para la muestra sin diluir, G-[AL/AS], se ve magnificado con la dilución 

(GML-[AL/AS]). Por otro lado, los sistemas a base de [AL/PG] parecerían no verse 

significativamente afectados en su estructura por la dilución. Si el sistema NADES original se 

mantiene estructurado y las hebras de alginato se nuclean formando rods en forma 

independiente de esta estructura, creciendo en grietas e intersticios, pero sin gran interacción 

con sus componentes, en el sistema diluido al 80 % (GML-) se desestructura completamente 

el NADES original y el proceso de nucleación y crecimiento de rods puede ocurrir sin grandes 

interferencias de los componentes del NADES. En ambos casos, es esperable que los 

parámetros estructurales para G-[AL/PG] no disten demasiado del control de H-alginato, tal 

como se observa (Fig. 3.10-a; 3.11-a; 3.11-a). Es importante destacar también que el NADES 

[AL/PG] respecto a los otros NADES fue el  que menos sufrió las alteraciones en sus 

propiedades fisicoquímicas al agregar agua y en FT-IR solo mostró cambios en el 

estiramiento de los -OH del AL (Tabla 3.4); esto podría indicar que la red supramolecular de 

puentes de hidrógeno en la estructura de NADES no es tan fuerte, lo que llevaría luego a que 

al agregar agua los cambios en sus propiedades (incluyendo en la generación de geles H-

alginato) no sean tan bruscos.  

 

Por otro lado, se había hipotetizado que una pequeña fracción de H2O en los NADES 

[AL/GLU/H]1 y [AC/GLU/H] permitiría una estructuración más laxa en la formación de geles 

H-alginato de esos precursores. La disminuci·n en el valor de Ŭ2 verificado en los sistemas 

G- [AL/GLU/H]1 y G- [AC/GLU/H] (Tabla 3.6) se atribuyó entonces a las dificultades en la 

nucleación de hebras de alginato que estarían en interacción con los componentes del 

NADES, pero insertas en una matriz líquida con una cierta estructuración. Este efecto es 

esperable que disminuya al diluir fuertemente los NADES en los sistemas GML- [AL/GLU/H]1 

y GML- [AC/GLU/H]. Otro fenómeno que se verificó, sustentando a esta hipótesis, es que al 

destruir el NADES, se comenzó a observar dos zonas más definidas con distinta pendiente 

(Ŭ1 Í Ŭ2), lo que se interpreta como una diferencia en la densidad fractal o el nivel de 

compactación de la estructura. Se podría decir entonces, que, al diluir estas muestras, se 

recupera la estructura de rods más definidos, interconectados en una red de mayor jerarquía, 

propia de los geles de alginato (tanto H-alginato como Ca(II)-alginato) sin agregado de 

NADES (ver Fig. 3.13). 

 

En el caso de los sistemas ionotrópicos, los procesos difusionales son determinantes de la 

estructura, tanto en relación con la difusión de los cationes Ca2+ como de las hebras de 

alginato (véase discusión en capítulo 2). En concordancia con esto, se verificó una diferencia 

significativa tanto en el par§metro Ŭ2 como en R para los geles sintetizados a partir del NADES 
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[GLU/ChCl/H] destruido con 80 % de H2O (GIML-) respecto al sistema sin diluir (GI-); esto se 

condice con la enorme diferencia en viscosidad dinámica medida para el sistema sin diluir 

(430 mPa.s) respecto al sistema diluido (18 mPa.S). Por otro lado, se había hipotetizado que 

los sistemas en los cuales el NADES se encuentra en su estructura nativa mantenían una 

cierta estructuración, tendiendo a excluir a las hebras de alginato, las cuales tendrían mayores 

posibilidades de interacci·n en la formaci·n de estructuras de tipo ñcaja de huevoò. Como se 

explicó anteriormente, estos geles ionotrópicos se sintetizaron al límite del pH necesario para 

una gelación ácida por lo que es esperable que la gelación ocurra por interacciones tanto por 

cationes divalentes como por protones. De esta manera se explica que en la muestra de gel 

GI-[GLU/ChCl/H], para la cual se espera que las hebras de alginato se intercalen en la matriz 

NADES-H2O, se evidencia un valor de Ŭ2 menor junto con un valor de R mayor respecto a los 

obtenidos para GIML-[GLU/ChCl/H]. Finalmente, G-[PG/ChCl] y GML-[PG/ChCl] no 

mostraron diferencias significativas en ninguno de los tres parámetros característicos. El 

NADES [PG/ChCl] presentó un pH de 4,9, suficientemente alejado del pH en el que la 

interacción de puentes de hidrógeno entre hebras de alginato es relevante según lo 

encontrado en el capítulo 2. Por otro lado, y a diferencia de [GLU/ChCl/H], este NADES no 

sufrió una disminución drástica de su viscosidad y densidad agregando H2O.  

 

3.4.5 Efecto del agregado de compuestos bioactivos de tallo de 

alcaucil a los geles moléculas libres 

 

Como se describió en el capítulo 1, el extracto acuoso de tallo de alcaucil contiene no solo 

compuestos bioactivos, sino que además es muy rico en distintos minerales, incluyendo 

algunos que potencialmente podrían interferir en la formación de geles de alginato, como el 

Fe3+ (Aguirre-Calvo et al., 2021). Por este motivo se decidió sintetizar geles GML- utilizando 

como precursores a los NADES cargados con compuestos bioactivos de tallo de alcaucil de 

la variedad sampedrino y estudiar si generan cambios en la formación de gel; estos sistemas 

se denominaron GMLE-. La Tabla 3.8 muestra los parámetros de SAXS obtenidos para todos 

estos sistemas con su análogo GML- y los controles. En primer lugar, se observa que el gel 

H-alginato cargado con compuestos bioactivos y minerales del tallo de alcaucil no presenta 

diferencias significativas en ninguno de los parámetros con el control de gel H-alginato 

sintetizado a partir de una solución de H2O bidestilada. Esto prueba que, al menos en esta 

concentración (el extracto fue diluido 1/5 antes del agregado de alginato) los compuestos 

bioactivos y minerales del tallo de alcaucil no interfieren en la microestructura del gel H-

alginato resultante. Por otro lado, el único sistema GMLE- que presentó diferencias 
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significativas en Ŭ1 con su par GML- fue aquel sintetizado a partir del NADES [AL/AS]. Como 

fue discutido en la sección anterior, el [AL/AS] presentó un pH muy cercano al pKa de los 

restos M/G del alginato por lo que incluso pequeños cambios en su pH por el agregado de 

H2O repercuten severamente en la microestructura. Por lo tanto, si bien el extracto contiene 

mol®culas bioactivas y minerales disueltos, el descenso de Ŭ1 en este sistema no puede 

atribuirse a la presencia de los componentes específicos del extracto, sino posiblemente a las 

fluctuaciones de pH (incluso al hecho de que el mismo extracto se encuentra a un pH distinto 

a aquel del agua pura). 

 

Tabla 3.8. Parámetros de SAXS para los geles GML- y GMLE- (H-alginato) medidos con 
fuente Sincrotrón. El * indica diferencias significativas con el valor de ese parámetro obtenido 
para el control. 

  
H-Alg 

Sincro. 
H-Alg (EXT) 

Sincro. 
GML-

[AL/GLI/H] 
GMLE-

[AL/GLI/H] 
GML-

[AL/AS] 
GMLE-
[AL/AS] 

Ŭ1 2,716 ± 0,004 2,696 ± 0,006 2,54 ± 0,01 2,531 ± 0,01 1,67 ± 0,02 1,25 ± 0,02* 

Ŭ2 3,154 ± 0,004 3,113 ± 0,009 3,15 ± 0,01 3,138 ± 0,01 1,01 ± 0,01 1,02 ± 0,01 

Ŭ1-2 - - - - - - 

R 7,135 ± 0,004 7,11 ± 0,009 7,09 ± 0,01 7,273 ± 0,01 7,29 ± 0,02 7,54 ± 0,02 

  
GML-

[AL/GLU/H]1 
GMLE-

[AL/GLU/H]1 
GML-

[AC/GLU/H] 
GMLE-

[AC/GLU/H] 
GML-

[AL/PG] 
GMLE-
[AL/PG] 

Ŭ1 2,519 ± 0,006 2,579 ± 0,006 2,48 ± 0,01 2,47 ± 0,01 2,46 ± 0,01 2,535 ± 0,01 

Ŭ2 2,997 ± 0,004 2,990 ± 0,004 2,78 ± 0,01 2,85 ± 0,01 3,14 ± 0,01 3,140 ± 0,01 

Ŭ1-2 - - - - - - 

R 7,171 ± 0,006 7,208 ± 0,006 8,44 ± 0,01 8,16 ± 0,01 7,14 ± 0,01 7,280 ± 0,01 
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Figura 3.13. Modelo propuesto para racionalizar la estructura de los geles obtenidos. Arriba 
se muestran curvas de dispersión de SAXS típicas de ambas estructuras. Abajo se presentan 
las condiciones de síntesis que dan origen a cada una de estas estructuras (geles 
particulados o geles poliméricos) a partir de ambos sistemas de gelificación (ionotrópico o 
acídico).   

 

La Figura 3.13 presenta un esquema del modelo propuesto para racionalizar la estructura de 

los geles obtenidos. Arriba se muestran curvas de dispersión de SAXS típicas de geles 

particulados, donde se observan dos dimensiones fractales características: a1 (densidad de 

ramificación de rods) y a2 (densidad de empaquetamiento dentro del rod), respectivamente. 

El parámetro R, en la intersección de estas pendientes, marca el radio de giro o tamaño 

característico de los rods. En el caso de la gelación polimérica, su estructura puede 

describirse a partir de una única dimensión fractal en ese rango de tamaños, que se 

caracterizó con el parámetro a1,2. Tanto la gelación ionotrópica como la gelación acídica 

pueden dar cualquiera de las estructuras: geles particulados o geles poliméricos, 

dependiendo de las condiciones de síntesis. A la izquierda, cuando la difusión de las hebras 

de alginato no se ve impedida, y hay suficiente concentración del catión entrecruzante, así 

como un pH suficientemente ácido, se obtendrán geles de tipo particulado, esto es, con 

formación de rods en una estructura ramificada. Adicionalmente, cuando el alginato se 
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encuentra en un líquido con cierta estructura, como es el caso de los NADES, las hebras de 

alginato no se distribuirán homogéneamente, sino que se ubicarán en un volumen excluido 

de esa estructura. Habrá una concentración efectiva mayor de alginato, por lo cual se 

producirán la nucleación y el crecimiento de rods incluso a valores de pH más altos o en 

concentraciones más bajas de catión entrecruzante.   

 

Por el otro lado, cuando la difusión de hebras de alginato se encuentra dificultada, la gelación 

procede en forma ñpolim®ricaò. Postulamos que esto es lo que ocurre en el caso de los 

NADES-H2O, ya que se rompe la estructura del NADES y sus componentes quedan como 

ñmol®culas libresò en soluci·n, que dificultan la difusi·n y el ensamblado de hebras de alginato 

en estructuras m§s ordenadas (tipo ñcaja de huevoò, como se discuti· en el capítulo 2). 

También sucede esto en el caso particular de la gelificación por protón, cuando el pH no es 

suficientemente bajo y las cadenas de alginato se encuentran protonadas parcialmente, con 

lo cual existe cierta repulsión que dificulta su ensamblado en estructuras compactas, tipo rod. 

 

3.5 CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Se sintetizaron nueve sistemas de NADES a partir de precursores GRAS, típicamente 

disponibles y utilizados en la industria de alimentos con distintas funcionalidades químicas. 

De ellos, siete mostraron estabilidad en el tiempo. Los espectros obtenidos por FT-IR 

permitieron monitorear la formación del solvente eutéctico a través de la posición de picos 

pertenecientes a grupos funcionales en los precursores y en el NADES. En general, la alta 

viscosidad de los NADES puede presentar inconvenientes cuando se emplean como 

solventes de extracción, particularmente cuando se escala el proceso. Sin embargo, se 

demostró que, al aumentar la temperatura, dentro de un rango seguro para los compuestos 

bioactivos, la viscosidad disminuye exponencialmente volviendo los NADES más manejables. 

Por otro lado, el agregado de agua a los NADES, hasta un punto en el que todavía se 

mantiene su estructura supramolecular eutéctica -como fuera corroborado por TGA y FT-IR-, 

también disminuye la viscosidad. Debido a este efecto y en consecuencia a una mejora en la 

transferencia de masa, el agregado de agua también mejoró las eficiencias de extracción de 

compuestos bioactivos de los subproductos de alcaucil en la mayoría de los sistemas. En 

general, y a pesar de no haber optimizado los protocolos de extracción para sistemas 

viscosos o asistido el proceso con otros métodos, los NADES mostraron eficiencias de 

extracción aceptables en línea con lo obtenido previamente para solventes más típicos como 

agua. Finalmente se logró sintetizar geles basados en alginato, tanto por gelación ionotrópica 
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(con catión calcio) como por gelación ácida, y NADES en distintas condiciones. Se desarrolló 

un modelo que permite racionalizar la incidencia del NADES en la microestructura final de los 

hidrogeles sintetizados, los cuales presentaron estructuras poliméricas o particuladas.  

Los resultados obtenidos durante este estudio exploratorio permiten expandir el panorama de 

tecnologías disponibles que existen hoy en día para la extracción de compuestos bioactivos 

y así consolidar el proceso de recuperación y encapsulación de los extractos de alcaucil que 

será ulteriormente desarrollado en los capítulos sucesivos de la tesis. Además, el estudio de 

la microestructura de los geles híbridos permite profundizar el conocimiento sobre la 

formación de estas matrices y plantear un potencial uso de NADES como excipientes o co-

gelificantes. El estudio de los geles alginato-NADES no solo permite sentar las bases para 

seguir estudiando estas matrices de encapsulación y modular sus propiedades, sino que 

además contribuye a una comprensión más profunda de estos sistemas y sus interacciones 

en otros entornos químicos. 

Los NADES son sistemas muy complejos y algunas de sus propiedades fisicoquímicas a 

veces son impredecibles, especialmente cuando contienen agua, y sus propiedades 

funcionales pueden ser extremadamente variadas para distintas composiciones. Por este 

motivo, resulta difícil sistematizar y extrapolar resultados entre NADES formados por distintos 

compuestos constituyentes y en diferentes proporciones. El alcance de esta tesis contempla 

un análisis exploratorio de distintos NADES sintetizados según los criterios de química verde 

descriptos en el capítulo 1 y en la introducción de este capítulo, pero no una profundización 

sobre cada NADES por separado y posibles modulaciones para mejorar sus propiedades. 
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CAPÍTULO 4. 
 

Ajuste fino de las propiedades estructurales y funcionales de 

las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de 

subproductos de alcaucil. 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Luego de la exploración realizada en el capítulo anterior, a partir de este se retoma el flujo 

lineal de la tesis, como se advirtió en la tabla de contenido gráfico, partiendo de los resultados 

obtenidos en los capítulos 1 y 2. 

Análisis microestructural

Optimización 
fisicoquímica

Carryoverde 
compuestos fenólicos

Encapsulación de los extractos 
acuosos de residuos de alcaucil 

en Ca(II)-alginato

Ácido 3,5-dicafeolínico 

Ácido 5-cafeolínico 
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4.1 INTRODUCCIÓN 

 

Como fue tratado en el capítulo 2, la encapsulación de diversos compuestos de interés en 

matrices de geles de alginato es una práctica muy extendida en la industria de alimentos 

debido a su factibilidad y al conveniente desempeño de estos sistemas como estabilizadores 

y vehiculizadores de diversas moléculas bioactivas. Particularmente, el método de producción 

de cápsulas de Ca(II)-alginato por extrusión (goteo) resulta conveniente ya que puede ser 

fácilmente escalable y adaptado de diversas maneras para la incorporación de una gran 

variedad de compuestos en solución o emulsión y lograr así inmovilizarlos en la matriz (Ching 

et al., 2017). Esta forma de encapsulación proporciona a los compuestos fenólicos, de lo 

contrario libres en solución, un medio de vehiculización adecuado para aplicaciones de 

entrega y los protege de la degradación durante el almacenamiento y la digestión humana 

(Aguirre Calvo et al., 2020). Las distintas propiedades estructurales, fisicoquímicas y 

funcionales de las cápsulas de Ca(II)-alginato estarán influenciadas por sus condiciones de 

síntesis y por los compuestos que estén encapsulados en ellas (Bennacef et al., 2021). En el 

capítulo 2 se discutieron 3 parámetros de producción de cápsulas de Ca(II)-alginato: el pH de 

síntesis, el tamaño de la punta de extrusión y el almacenado post producción; en ese trabajo 

se encontraron diferencias significativas en las propiedades finales de las cápsulas en función 

de la variación de sus condiciones de síntesis y a partir de ellas se infirieron reordenamientos 

a nivel molecular. Sin embargo, no se abordaron dos condiciones de síntesis cruciales como 

la concentración del precursor de alginato y el tiempo de consolidación del gel, que tienen un 

fuerte impacto no solo en las propiedades estructurales de las cápsulas per se sino también 

en su desempeño como agentes de protección para compuestos bioactivos (Bennacef et al., 

2021). Estos dos parámetros, además, tienen influencia en los procesos difusionales de los 

iones de entrecruzamiento y las hebras de alginato que se han discutido de manera extensa 

en los capítulos 2 y 3. En el trabajo desarrollado en esta sección se buscó optimizar la 

formulación de cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de subproducto de alcaucil 

(optimizado en el capítulo 1) para potenciar sus características funcionales y fisicoquímicas a 

través de un método estadístico conocido como metodología de superficie de respuesta 

(RSM, por sus siglas en inglés). Además, se hizo un análisis microestructural profundo para 

entender el impacto de las condiciones de síntesis en la formación del gel de Ca(II)-alginato.  
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4.1.1 Diseño de experimentos y metodología de superficie de 

respuesta 

 

El diseño de experimentos (DOE, por sus siglas en inglés) es una colección de modelos 

estadísticos que plantea una sistematización en la ejecución de experimentos para maximizar 

la información obtenida de ellos (Box et al., 1951). Este tipo de abordaje a los experimentos 

permite entender si hay influencia de las variables de síntesis en los distintos parámetros de 

respuesta, y si la hubiese, cuantificarla (Jankovic et al., 2021). Esta cuantificación puede ser 

tanto independiente como considerar efectos combinados entre variables. Existen varias 

clases de diseños experimentales en la literatura y muchos criterios experimentales sobre los 

cuales se basa la correcta elección de la metodología. Uno de los diseños de experimentos 

más utilizados es la metodología de superficie de respuesta (RSM), una herramienta 

estadística particularmente adecuada para el desarrollo de sistemas o productos alimenticios 

donde generalmente existe una variedad de parámetros ajustables de síntesis. Las ventajas 

principales de la RSM incluyen la optimización de los tiempos y cantidad de experimentos y 

el abordaje individual de cada variable (Ghelich et al., 2019). Se ha utilizado para la predicción 

de cualidades bioactivas luego de tratamientos de preservación en alimentos (Joudi-

Sarighayeh et al., 2023), para el desarrollo de procesos industriales de alimentos (Yolmeh & 

Jafari, 2017), para la optimización de síntesis de cápsulas de Ca(II)-alginato (Aguirre Calvo 

et al., 2021) y muchos casos más. No obstante existan varios trabajos que aplican la RSM a 

sistemas de cápsulas de Ca(II)-alginato, mayoritariamente el enfoque se ha puesto en unas 

pocas respuestas de la matriz de Ca(II)-alginato pertinentes a la funcionalidad de las cápsulas 

y no tanto a su estructura interna; específicamente la eficiencia de encapsulación (Najafi-

Soulari et al., 2016; Narsaiah et al., 2014), la capacidad de carga (Celli et al., 2016), la 

liberación de fármacos (Nayak et al., 2012), fuerza de ruptura y redondez (Jeong et al., 2020). 

 

Existen varios diseños en el universo de la RSM (central compuesto, Box-Behnken, I-, D-

optimal y otras variantes, factorial completo, pentagonal o hexagonal); algunos mapean el 

espacio de forma más completa que otras, mientras otros exploran más espacio con menos 

condiciones. Por ejemplo, el CCD (central composite design) es ideal para racionalizar el 

número de puntos del diseño experimental y obtener una curvatura estimada que contiene 

información suficiente y adecuada para evaluar el modelo propuesto (Myers et al., 2009). 

Generalmente el CCD es considerado un diseño completo que analiza el mismo número de 

veces (5 niveles) cada variable y en general está recomendado su empleo siempre que sea 

posible (Myers et al., 2009). Sin embargo, existen situaciones en las que limitaciones de 

tiempos o costos no permiten el empleo de este diseño. En este sentido, el diseño hexagonal 
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presenta un espaciado geométrico interesante, con un grado de libertad para falta de ajuste 

(lack of fit) que resulta adecuado para un estudio con solo 2 variables de diseño (Myers et al., 

2009). El criterio de selección de estas variables será descripto en la siguiente sección. 

 

4.1.2 Selección de los parámetros de control 

 

En este trabajo se decidió utilizar un modelo hexagonal de RSM con 3 niveles en el parámetro 

de control ñtiempo de consolidaci·n de gelò (entendido como el tiempo de permanencia de las 

cápsulas recién formadas en el baño de gelación) y 5 niveles para el parámetro de control 

ñconcentraci·n de precursor de alginatoò. El dise¶o experimental seleccionado y los valores 

estudiados para los parámetros de control se muestran en la Figura 4.1. Como fue discutido 

en los capítulos 2 y 3, el proceso de gelación en los sistemas Ca(II)-alginato está mediado 

por los procesos de difusión de los iones Ca2+, sus interacciones complejas con las hebras 

de alginato y las posteriores interacciones entre los dímeros de alginato formando 

superestructuras (1-100 nm) denominadas rods. Ciertamente la concentración del precursor 

de calcio es fundamental en este sentido, pero en este experimento se decidió no 

contemplarla como parámetro de control y mantenerla fija por diversos motivos. En primer 

lugar, Jiwei et al., (2016) sintetizaron films de Ca(II)-alginato con una concentración fija de 

alginato de 2 % (m/v) y una concentración variable de CaCl2 entre 0,375 y 6 % (m/v). 

Encontraron que, si bien la apariencia visual, la homogeneidad superficial y la fuerza de 

resistencia de los films mejoró al aumentar la concentración de CaCl2 (hasta el límite superior 

estudiado en su trabajo), otros parámetros como la elongación hasta el punto de quiebre y la 

capacidad de hinchazón empeoraron drásticamente al superar cierto umbral (ubicado entre 

1,5 y 3 % (m/v) de CaCl2). Particularmente estos últimos dos parámetros son fundamentales 

en sistemas encapsulados aplicables a alimentos ya que el primero podría afectar a la 

percepción de las cápsulas en boca e influir en procesos de ruptura tanto durante su 

tratamiento industrial como su consumo y el segundo está ligado a las propiedades de 

encapsulación y liberación de bioactivos desde las cápsulas (Tavakol et al., 2013). En 

segundo lugar, Aguirre Calvo et al. (2021) encontraron que la concentración óptima (en 

cuanto a eficiencia de carga y capacidad antioxidante) de CaCl2 para la encapsulación de 

bioactivos de remolacha en sistemas Ca(II)-alginato fue de 2,5 % (m/v); además, y más 

importante, mostraron que utilizando concentraciones de alginato mayores a 0,5 % (m/v), la 

variación en la concentración de CaCl2 entre 1 y 4 % (m/v) no redundó en modificaciones 

significativas en la microestructura de las cápsulas de Ca(II)-alginato. Por estos motivos, se 

consideró oportuno utilizar una concentración fija de CaCl2; sin embargo, se estudió la difusión 
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de los iones Ca2+ de manera indirecta a través de la modulación del tiempo de consolidación 

del gel ya que estos sistemas ocurren con una cinética rápida y están lejos de su equilibrio 

termodinámico (Sonego et al., 2016).  

 

Además de la relación entre la difusión de iones Ca2+ y el tiempo de consolidación del gel, el 

estudio de esta variable resulta muy interesante desde otros puntos de vista. Posbeyikian et 

al. (2021) encontraron que los cambios más significativos en la estructura y fuerza de 

cápsulas de Ca(II)-alginato ocurren entre los 15 y 330 segundos luego de que la gota de 

alginato impacte con la solución gelificante, período en el cual ocurre el avance del frente de 

gelaci·n hacia el interior de la gota y por ende se la puede considerar una ñc§psulaò; antes 

de los 15 segundos solo existe la gota rodeada por una fina capa de hidrogel y luego de los 

330 segundos se considera que el volumen de hidrogel en la gota es mayor al 99 %. Por otro 

lado, se sabe que los compuestos bioactivos (hidrosolubles) se liberan rápidamente desde 

las cápsulas húmedas de Ca(II)-alginato hacia medios acuosos principalmente debido a 

mecanismos de difusión. Essifi et al., (2021) encontraron que luego de 5 min el 70 % del ácido 

gálico encapsulado en cápsulas húmedas de Ca(II)-alginato con una concentración de 

alginato de 3 % (m/v) se liberó en agua destilada a pH 6,8. Por este motivo limitar las pérdidas 

de compuestos bioactivos hacia el baño de gelificación en el que inevitablemente se pierden 

resulta de gran interés para la optimización de estos procesos; en general no es un tema que 

se haya tratado demasiado en bibliografía y solo se contempla implícitamente en cálculos de 

eficiencia de encapsulación. 

 

Si por un lado se ha comentado que la optimización de la concentración de CaCl2 no resulta 

tan interesante para este experimento, por otro se puede decir que estudiar la concentración 

del precursor de alginato resulta extremadamente fundamental. En principio porque, a pesar 

de que utilizando esta concentración de CaCl2, la cantidad de iones Ca2+ está órdenes de 

magnitud por encima de la requerida estequiométricamente para saturar todos los bloques G 

del alginato asumiendo un equilibro (Cuadros et al., 2012), los cortos tiempos de 

consolidación de gel planteados aquí hacen que en realidad los iones Ca2+ estén limitados 

por difusión; este fenómeno será descripto más en detalle en la discusión. Además, la 

concentración del precursor de alginato tiene un fuerte impacto en la fuerza y elasticidad de 

sus hidrogeles, en su microestructura y en sus propiedades morfológicas (Bennacef et al., 

2021). En nuestro grupo de trabajo se realizaron múltiples estudios sobre la concentración 

del precursor de alginato en distintos sistemas encapsulados de Ca(II)-alginato y resultó tener 

un impacto crucial en las propiedades estructurales y funcionales de las cápsulas. Aguirre 

Calvo et al. (2021) encontraron que la concentración de alginato fue el parámetro de control 

más importante (respecto a concentración de CaCl2 y composición de extracto de compuestos 
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bioactivos) en una optimización de encapsulados de remolacha en cápsulas de Ca(II)-alginato 

y que esta además modula, a diferencia de la concentración de CaCl2, los parámetros 

relacionados con los dímeros y rods que componen la microestructura de los geles. 

 

Por último, es importante mencionar que existen muchos otros parámetros de síntesis de 

cápsulas de Ca(II)-alginato cuya relevancia e impacto en las propiedades finales de los geles 

ha sido reportada. Estos incluyen: la temperatura de gelación, la masa molecular del alginato, 

la distribución de los bloques G, M y MG en las cadenas de alginato y el pH. Respecto a las 

características intrínsecas del alginato y el pH de síntesis se ha hecho una discusión en el 

capítulo 2, secciones 2.1.2.1 y 2.4.4, respectivamente. El pH del extracto encapsulado (5,6) 

en el trabajo de este capítulo además se sitúa en el rango de pHs estudiados en el capítulo 2 

(5,0-6,8) que no dieron diferencias significativas entre sí para las propiedades funcionales y 

estructurales de las cápsulas. La temperatura de síntesis por otro lado, si bien es relevante 

en procesos de difusión de los iones de entrecruzamiento (Bennacef et al., 2021), carece de 

relevancia para nuestro estudio ya que tratándose de una encapsulación de compuestos 

bioactivos es preferible trabajar a temperatura ambiente para preservar sus cualidades. 

Finalmente, las variables de proceso seleccionadas (tiempo de consolidación de gel y 

concentración de alginato) además de ser relevantes desde el punto de vista de la 

investigación aplicada, lo son también en cuanto a costos y tiempos asociados si se considera 

la escalabilidad del proceso. Dentro de los costos que deben considerarse asociados a esta 

encapsulación, aquellos de la materia prima de alginato y del tiempo del proceso se 

encuentran entre los más altos; el costo del CaCl2 en comparación es despreciable. 
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Figura 4.1. Representación gráfica del diseño experimental. Los círculos concéntricos 
representan el error estándar en la superficie, mientras que los círculos rojos representan los 
puntos experimentales. Notar cómo es posible dibujar un hexágono (sin unir al punto central). 

 

4.1.3 Selección de las variables de respuesta 

 

Como se mencionó brevemente en la sección anterior, la eficiencia de carga es un criterio 

fundamental para establecer y optimizar un procedimiento de encapsulación. Sin embargo, 

variaciones en el proceso de síntesis también pueden inducir cambios en las propiedades 

físicas de las cápsulas, como su tamaño, apariencia y fuerza mecánica. Es bien sabido que 

la apariencia es un aspecto crítico en el atractivo de los productos alimenticios e ingredientes, 

al igual que la forma, que también puede alterar cómo percibimos el alimento tanto visual 

como gustativamente (Spence & Ngo, 2012). Por otro lado, las cápsulas también deben poder 

soportar el estrés cortante y no romperse durante el proceso industrial para su incorporación 

en otros productos (Aguirre Calvo et al., 2022). Algunos estudios se han centrado en la 

optimización de los parámetros de síntesis en la encapsulación de alginato de Ca(II) mediante 

RSM analizando la respuesta de una variedad de propiedades físicas y químicas (Jeong et 

al., 2020); sin embargo, se ha realizado poco trabajo en el análisis de las variaciones en la 

microestructura interna fina de la matriz de gel. Varias propiedades clave del material (por 

ejemplo, la tasa de liberación de los compuestos encapsulados, la fuerza de las cápsulas, 
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etc.) dependen en gran medida de la red de alginato supramolecular (Agulhon et al., 2012; 

Aguirre Calvo et al., 2020). Como se mencionó en el capítulo 2, el estudio de las relaciones 

microestructura-función en cápsulas basadas en alginato requiere una técnica de 

caracterización adecuada para la elucidación de los parámetros de la red de alginato en 

hidrogeles nativos (es decir, sin secado u otros tratamientos previos que puedan afectar su 

microestructura y textura) (Agulhon et al., 2012). Por este motivo, en el trabajo realizado en 

este capítulo también se utilizó SAXS para poder apreciar cambios en la microestructura en 

función de los parámetros de control sin aportar cambios externos producidos por la técnica 

de medición. Por lo tanto, poder encontrar correspondencias entre las variables comúnmente 

empleadas y ajustadas en la síntesis industrial de cápsulas, cambios en la estructura de la 

matriz de gel de alginato, y, en consecuencia, en las propiedades funcionales resultantes, 

podría significar un gran aporte en el conocimiento de estos sistemas con el potencial de ser 

aplicado luego en otros procesos con distintas variables. 

 

Para este trabajo, entonces, se decidió optimizar y analizar el impacto de la concentración de 

alginato en la solución precursora de extracto y el tiempo de permanencia de las cápsulas en 

el baño gelificante (tiempo de consolidación del gel). Se consideró que la optimización de 

estos parámetros es sumamente importante debido a que ya se ha reportado que estos son 

influyentes en las estructuras de los geles resultantes (Jeong et al., 2020), y que, además, 

podrían representar ahorros en tiempo y recursos a la hora de plantear los procesos de 

síntesis a gran escala. 

 

4.2 OBJETIVO 

 

El objetivo de este capítulo fue encapsular el extracto de subproducto de alcaucil, obtenido 

mediante el protocolo descripto en el capítulo 1, en cápsulas de Ca(II)-alginato y optimizar 

este proceso mediante la metodología de superficie de respuesta, para maximizar la 

preservación de los compuestos bioactivos y permitir su utilización en aplicaciones avanzadas 

de alimentos funcionales y de liberación controlada. 

 

Se modificaron dos parámetros de síntesis independientes: concentración de alginato y 

tiempo de consolidación del gel. Se estudiaron como respuesta factores relevantes para 

aplicaciones industriales y el desempeño de las cápsulas generadas tanto de propiedades 

funcionales como capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales como macroscópicas 

y mecánicas, como resistencia, redondez y tamaño de las cápsulas. Asimismo, se estudiaron 
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par§metros microestructurales (Ŭ1, Ŭ2 y Ŭ3), buscando entender las relaciones profundas entre 

las variables de síntesis estudiadas y las propiedades tanto estructurales como funcionales 

de las cápsulas. 

 

 

4.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.3.1 Materiales 

 

Como materia prima para la extracción de compuestos fenólicos de subproducto de alcaucil 

se utilizaron los tallos de la variedad Sampedrino escaldados por 5 minutos debido a su alto 

contenido de TPC y capacidad antioxidante como se discutió en el capítulo 1. Se usaron las 

mismas muestras que se detallan en la sección 1.3.1.3. Los reactivos utilizados para la 

síntesis de cápsulas y los ensayos de caracterización fueron aquellos descriptos en las 

secciones 1.3.1 y 3.3.1.  

 

4.3.1.1 Procedimiento de extracción 

 

Se utilizó el procedimiento C+T+Ce, sobre los tallos de alcaucil de la variedad Sampedrino 

escaldados por 5 minutos, anteriormente optimizado y descripto en el capítulo 1, sección 

1.3.2.4.  

 

4.3.1.2 Síntesis de las cápsulas con extracto 

 

El alginato de sodio se disolvió en alícuotas de 4,00 mL del extracto acuoso de alcaucil (pH = 

5,6) bajo agitación constante para obtener soluciones en concentraciones que oscilaron entre 

1,25 % y 2,25 % (m/v). La solución de cloruro de calcio (2,50 % (m/v)) se preparó bajo 

agitación constante en una solución buffer de acetato 1,0 M a pH 5,5. Los sistemas de 

microcápsulas para la RSM fueron preparados mediante gelificación iónica utilizando un 

método de goteo (descripto en detalle en el capítulo 2, sección 2.3.1.1). En este trabajo se 



   

 

131 

 

utilizó un tamaño de punta de extrusión de 0,40 mm. La extrusión completa de la solución de 

alginato tardó aproximadamente 1 minuto. Una vez generada la última cápsula se 

mantuvieron en el baño de gelificación entre 2 y 6 minutos de acuerdo con los puntos de la 

RSM (Fig. 4.1). Posteriormente, las cápsulas fueron recolectadas y lavadas 3 veces con agua 

destilada y almacenadas sin solución residual, como se optimizó previamente en el capítulo 

2. Se prepararon un total de 9 sistemas que contenían compuestos fenólicos encapsulados 

correspondientes a los puntos de la RSM (Fig. 4.1) y 1 control adicional (el punto central del 

RSM sin compuestos fenólicos). Los sistemas se mantuvieron a 4 (±1) °C hasta su uso. 

 

4.3.1.3 Metodología de superficie de respuesta 

 

La RSM utilizada para la optimización del proceso de encapsulación se planteó como un 

diseño hexagonal de 9 puntos en el programa Design-Expert 11 (Stat-Ease Inc., Minnesota, 

EE. UU.), como se muestra en la Figura 4.1. El punto central se repitió tres veces. Se estudió 

la respuesta de las siguientes variables: TPC L.E, RSA, RFRAP, resistencia, redondez y 

tama¶o de las c§psulas, as² como par§metros microestructurales (Ŭ1, Ŭ2 y Ŭ3) en dos 

parámetros de control independientes (concentración de alginato y tiempo de consolidación 

del gel) utilizando tres niveles para el tiempo de consolidación del gel (2 - 6 min) y cinco 

niveles para la concentración de alginato (1,25 - 2,25 % (m/v)) (Fig. 4.1). 

 

Para identificar el punto experimental óptimo, se establecieron los parámetros de síntesis 

dentro de un rango con valores utilizados durante este trabajo, mientras que los valores de 

TPC, ABTS AA, FRAP, resistencia, redondez y diámetro de Feret se establecieron para 

maximizar debido a su importancia en las posibles aplicaciones de las cápsulas. También se 

incluyó ‌1 en la optimización debido a su importancia en la microestructura del gel y sus 

implicaciones discutidas en la resistencia de las cápsulas. Se utilizó el criterio de deseabilidad 

para la búsqueda de soluciones de los sistemas que satisfacen estos requisitos.  

No se establecieron objetivos para los demás parámetros microestructurales, ya que, por 

mucha correlación que puedan tener con algunas de las respuestas mencionadas, maximizar 

o minimizarlos no representa en sí una mejora en el protocolo de síntesis para este trabajo 

en particular.  

 

Para la validación se calculó la diferencia entre los valores predichos y aquellos determinados 

para el óptimo elegido de acuerdo con los valores de deseabilidad, reportando el error relativo 

porcentual. 
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4.3.2 Métodos  

 

4.3.2.1 Eficiencia de encapsulación de los compuestos fenólicos totales 

(TPC E.E) 

 

Se siguió una adaptación del procedimiento propuesto por Singleton y Lamuela-Raventós 

(1999) y descripto en el capítulo 1 (sección 1.3.2.5) para la determinación del contenido 

fenólico total de los extractos y de las cápsulas, con algunas modificaciones. En resumen, 3 

c§psulas de cada sistema se disolvieron en 50 ɛL de soluci·n de citrato de sodio al 20 % 

(m/v) bajo agitaci·n en un vortex durante 40 minutos. Posteriormente, las muestras de 50 ɛL 

se mezclaron con 800 ɛL de agua bidestilada, 125 ɛL de soluci·n de carbonato de sodio 20 

% (m/v) y 125 ɛL del reactivo de Folin-Ciocalteu (Biopack, Zárate, Buenos Aires, Argentina). 

Después de la reacción a 40°C en la oscuridad durante 30 minutos, las muestras se 

centrifugaron a 11200 g durante 5 minutos y se midió la absorbancia a 765 nm. Para el 

extracto se us· el mismo procedimiento tomando una muestra de 50 ɛL de extracto diluido 

1/5. Se utilizó ácido gálico (GA) como estándar para realizar una curva de calibración. El 

contenido fenólico total (TPC) se calculó como mg de equivalentes de ácido gálico mLī1 y los 

resultados se expresaron como eficiencia de encapsulación del contenido fenólico total (TPC 

E.E) como en la ecuación 4.1, donde TPCcaps es el contenido fenólico total de las cápsulas de 

alginato disueltas y normalizado por volumen (sección 4.3.2.4) y TPCext es el contenido 

fenólico total del extracto: 

 

Ὕὖὅ ὉȢὉ Ϸ ρzππ                                                                                                   (4.1) 

 

El TPCext fue de 0,78 ± 0,03 mgGA/mL. 

 

4.3.2.2 Capacidad residual antioxidante de iones radicales ABTS.+ 

(ABTS.R) 

 

Se utilizó una técnica descripta por Re et al. en 1999 y en el capítulo 1 (sección 1.3.2.6) para 

determinar la capacidad de las muestras para eliminar el radical ABTSÅ+ (2,2-azinobis-(3-

etilbenciotiazolina-6-sulfonato)). Tres c§psulas de cada sistema se disolvieron en 100 ɛL de 

solución de citrato de sodio 10 % (m/v) durante 40 minutos bajo agitación en un vortex. Luego, 
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se agregó una alícuota de 1,9 mL del reactivo ABTSÅ+ a cada muestra y esta mezcla se incubó 

a 25°C durante 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente, se midió la absorbancia de la 

mezcla de reacción a 734 nm y el porcentaje de inhibición del color se confrontó con la curva 

de calibración del ácido gálico. El extracto se midió de la misma manera tomando como 

muestra 50 ɛL de extracto diluido 1/25. La capacidad antioxidante residual (ABTS) del radical 

libre ABTSÅ+ se calculó como mg de equivalentes de ácido gálico mLī1 y se expresó como 

actividad antioxidante de ABTS residual (ABTS.R) como en la ecuación 4.2, donde ABTScaps 

es la capacidad de eliminación de las cápsulas de alginato disueltas normalizadas por 

volumen y ABTSext es la capacidad de eliminación del extracto: 

 

ὃὄὝὛȢὙ Ϸ ρzππ                                                                                                   (4.2) 

 

El ABTSext fue de 0,22 ± 0,01 mgGA/mL. 

 

4.3.2.3 Poder de reducción de hierro residual (FRAP.R) 

 

El poder reductor férrico de las muestras se obtuvo según el método explicado por Benzie y 

Strain en 1996 y descripto en el capítulo 1 (sección 1.3.2.7). Luego, 2 cápsulas de cada 

sistema se agregaron en 840 ɛL de reactivo FRAP reci®n preparado y despu®s de 30 min de 

incubación en la oscuridad a 25°C, se leyó la absorbancia a 595 nm. La curva de calibración 

se construyó de la misma manera utilizando 2 cápsulas vacías agregadas en soluciones 

estándar de diferentes concentraciones de ácido gálico. El FRAP del extracto se midió de la 

misma manera que en la sección 1.3.2.7. El poder antioxidante reductor férrico (FRAP) se 

calculó como mg de equivalentes de ácido gálico mLī1 y se expresó como FRAP residual 

(FRAP.R) como en la ecuación 4.3, donde FRAPcaps es el poder antioxidante reductor férrico 

de las cápsulas de alginato disueltas normalizadas por volumen y FRAPext es el poder 

antioxidante reductor férrico del extracto: 

 

ὊὙὃὖȢὙ Ϸ ρzππ                                                                                                  (4.3) 

 

El FRAPext fue de 0,21 ± 0,01 mgGA/mL. 
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4.3.2.4 Normalización por volumen 

 

Para dar cuenta del volumen aportado por la disolución de las cápsulas en la concentración 

final de compuestos fenólicos en el volumen analizado y considerando que las distintas 

formulaciones de cápsulas (puntos de la RSM) pueden tener volumen distinto entre sí, se 

midió el volumen de las cápsulas por análisis de imagen (sección 2.3.2.1) y el contenido de 

agua en base húmeda (sección 2.3.2.2). Con estos dos valores se agregó un coeficiente de 

ajuste a los cálculos de TPC E.E, ABTS.R y FRAP.R.  

 

4.3.2.5 Caracterización macroscópica 

 

El diámetro de Feret y la redondez se analizaron con la metodología descripta en el capítulo 

2 (sección 2.3.2.1). Se tomaron fotografías de al menos 30 cápsulas para cada formulación. 

 

4.3.2.6 Análisis microestructural 

 

Para este trabajo se consideraron 3 parámetros anteriormente descriptos de manera teórico-

empírica en el capítulo 2: la dimensión fractal en valores bajos de q (< Ḑ0,28 nmī1), 

denominada como Ŭ1, que describe la conectividad entre rods en la red a una gran escala 

(>10 nm); la dimensi·n fractal en valores intermedios de q (Ŭ2), que describe el grado de 

compactación dentro de los rods y la densidad de d²meros de alginato (Ŭ3) en valores altos 

de q (> Ḑ1,9 nmī1). Los experimentos de SAXS se llevaron a cabo en la línea de luz SAXS1 

del LNLS en Campinas, Brasil, trabajando a ɚ = 0,1488 nm y el vector de onda (q) se 

seleccionó en el rango 0,142 nmī1 < q < 5,040 nmī1. 

 

4.3.2.7 Propiedades mecánicas de las cápsulas 

 

Se realizó un ensayo de compresión para determinar la fuerza máxima aplicada a cada una 

de las cápsulas de Ca(II)-alginato. Se empleó un texturómetro (modelo 3345, Instron, EE. 

UU.) con una sonda de diámetro de 3,0 mm, aplicando una compresión del 25 % a una única 

cápsula, utilizando una velocidad de sonda de 0,1 mm/minuto a temperatura ambiente (20 ± 
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1°C), con una carga de carga de 50 N. Las cápsulas se colocaron en el centro, bajo la sonda 

y se analizaron 10 muestras individuales para cada sistema. 

 

4.3.2.8 Análisis cualitativo de los compuestos fenólicos presentes por 

HPLC-MS 

 

Se determinó la presencia de los compuestos fenólicos descriptos en el capítulo 1 (sección 

1.4.3) en una muestra fresca de alcaucil, en el extracto acuoso utilizado como base de la 

solución precursora de encapsulación y cápsulas de alginato liofilizadas cargadas con el 

extracto acuoso. Se utilizó el mismo procedimiento descripto en la sección 1.3.2.9. 

 

4.3.2.9 Análisis estadístico 

 

Todas las mediciones fueron analizadas mediante ANOVA de una vía con el post-test de 

Tukey utilizando Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.) para evaluar 

la diferencia significativa entre los valores medios para cada punto en la RSM. 

 

4.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

En el capítulo 1 se caracterizaron y cuantificaron el contenido total de compuestos fenólicos 

y las propiedades biológicas de residuos agrícolas (tallos, hojas y brácteas externas) de tres 

variedades de alcaucil (Sampedrino, Gallego y Gringo) cultivadas durante 2017/2018. Se 

encontró que los tallos de todas las variedades exhibieron las mayores cantidades de 

compuestos fenólicos, así como capacidades antioxidantes, que Sampedrino fue la variedad 

más conveniente para ser estudiada y aprovechada tanto en términos de rendimiento de 

cultivo como de contenido de compuestos fenólicos, y que el procedimiento de escaldado por 

5 minutos resultaba crucial previo al procedimiento de extracción optimizado (C+T+Ce). 

Entonces, el procedimiento de extracción verde se llevó a cabo en los tallos de Sampedrino 

con 5 min de escaldado para obtener un extracto acuoso. Posteriormente, este extracto fue 

encapsulado en nueve sistemas de cápsulas de Ca(II)-alginato diferentes siguiendo las 

condiciones indicadas por el diseño RSM (Fig. 4.1). Este capítulo se enfocó en la optimización 

de dos parámetros fundamentales y fácilmente ajustables del proceso de encapsulación por 
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goteo: la concentración de la solución precursora de alginato y el tiempo de consolidación del 

gel. Los modelos propuestos para las respuestas analizadas variaron desde lineales hasta 

2FI, como se puede deducir de la Tabla 4.1. Se logró una significancia estadística (p < 0,05 

para el modelo) en todos los casos, así como una falta de ajuste no significativa, lo que indica 

un modelado adecuado, como se informa para cada ANOVA en las Tablas A10-A18 del 

Anexo. También se logró una diferencia de menos de Ḑ 0,2 entre el R2 predicho y el R2 

ajustado en cada modelo, y valores bajos de CV %. Como se puede observar en la Tabla 4.1 

y la Figura 4.2, los modelos obtenidos para la respuesta de TPC, ABTS.R y FRAP.R fueron 

todas funciones lineales de los parámetros de síntesis. Mientras que TPC y ABTS.R fueron 

influenciados tanto por el tiempo de consolidación del gel como por la concentración de 

alginato (p < 0,05 para ambos factores, Tabla 1), FRAP solo fue influenciado por el tiempo de 

consolidación del gel (p < 0,05). Aunque en estudios anteriores hemos encontrado una 

correlación directa entre el TPC, ABTS.R y FRAP.R para los extractos acuosos obtenidos de 

alcauciles (capítulo 1, Fig. 1.12), el FRAP también está influenciado por compuestos 

bioactivos no fenólicos, los cuales en un entorno de Ca(II)-alginato podrían presentar 

diferentes interacciones que los compuestos fenólicos con la matriz de gel y, por lo tanto, no 

presentar una correlación análoga al estar encapsulados. Además, se debe tener en cuenta 

que, debido a las interferencias entre los reactivos de FRAP.R y el citrato de sodio utilizado 

para la disolución de las cápsulas, la metodología utilizada para este ensayo se basa en la 

difusión de los compuestos bioactivos en la solución de la muestra en lugar de una disolución 

completa de las cápsulas. Por lo tanto, en este ensayo, la mayoría de los compuestos 

responsables de la respuesta de FRAP.R son aquellos capaces de difundir a través de las 

cápsulas, disminuyendo la importancia relativa de las interacciones intermoleculares en la 

matriz de gel de aquellos que no son capaces de difundir. 

 

Por un lado, se esperaba que un tiempo de consolidación del gel más prolongado llevara a 

una menor cantidad de compuestos bioactivos encapsulados, ya que se permitiría una mayor 

difusión en el baño de gelificación. Aguirre Calvo et al., (2018) encontraron resultados 

similares incluso llegando al punto de coloración del baño de gelificación debido a la difusión 

del pigmento contenido en las cápsulas cuando las mismas permanecían en él el tiempo 

suficiente. Por otro lado, concentraciones más altas de alginato, especialmente en tiempos 

de consolidación elevados, conducen a microestructuras más grandes y compactas 

(Posbeyikian et al., 2021), lo que podría mejorar las interacciones entre la matriz de gel y los 

compuestos bioactivos encapsulados. Este fenómeno se sustenta en el aumento de los 

parámetros microestructurales obtenidos Ŭ1, Ŭ2 y Ŭ3, como se discutirá más adelante. 

 



   

 

137 

 

 

Tabla 4.1. Tabla de coeficientes de regresión para el modelo de cada respuesta analizada a 
través de RSM. Los números en negrita indican significancia estadística en cada modelo 
(p<0,05). Las correspondientes ANOVAs para cada modelo se muestran en las Tablas A10-
A18 del anexo.  

  
Abscisa 
al origen 

Concentración 
de alginato (% 

m/v) 

Tiempo de 
consolidación 
de gel (min) 

Concentración 
de alginato (% 
m/v) * Tiempo 

de 
consolidación 
de gel (min) 

 
Concentración 
de alginato 2 
(% m/v) 
 

 
Tiempo de 

consolidación 
de gel 2 (min) 

TPC E.E (%) 30,53 5,31 -3,66     

Valor de p  0,0011 0,0031     
ABTS.R (%) 15,68 3,88 -3,7     
Valor de p  0,0066 0,0044     

FRAP.R (%) 22,94 0,33 -1,7     

Valor de p  0,51 0,0089     

Redondez 0,93 0,03 0,0022     

Valor de p  0,0007 0,52     
Diámetro 
de Feret 

(mm) 
2,70 0,12 -0,013   

  

Valor de p  0,0056 0,52     

1h 1,49 -0,004 -0,017     
Valor de p  0,13 0,0076     

2h 3,53 0,056 -0,046     
Valor de p  0,038 0,024     

3h 1,24 0,1 -0,025 -0,16   
Valor de p  0,0081 0,29 0,013   

Fuerza (gf) 14,43 0,4256 0,5525   0,1328 0,3123 

Valor de p   0,0001 0,0001   0,0325 0,0005 
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Figura 4.2. Superficie tridimensional de RSM para la actividad biológica: A) Eficiencia de 
extracción para fenoles totales (TPC E.E), B) Actividad anti radicalaria residual (ABTS.R) y 

C) actividad residual de poder de reducción férrico (FRAP.R), expresadas en porcentaje (%) 
para cada punto en el RSM. 

 

Como se muestra en la Figura 4.3-a y en la Tabla 4.1, la fuerza de las cápsulas formuladas 

en el diseño RSM mostró una fuerte correlación positiva con el tiempo de consolidación del 

gel. A medida que la gota de solución de alginato entra en contacto con el baño de gelificación 

que contiene iones Ca2+, comienza la gelificación en la superficie y se desarrolla una forma 

esférica para reducir la tensión superficial del sistema (King, 1983). En consecuencia, la red 

incipiente de Ca(II)-alginato se forma y se reorganiza en la periferia del volumen inicial de la 

gota y los iones Ca2+ libres en solución difunden a través de este frente de gel incipiente hacia 

el interior de la cápsula, lo que lleva a la gelificación de toda la cápsula de manera concéntrica 

y genera una microestructura altamente heterogénea (Sonego et al., 2016). Posbeyikian et 

al. mostraron en 2021 que se necesitan 330 s para la completa gelificación de una cápsula 

de Ca(II)-alginato bajo condiciones muy similares a las del presente trabajo (concentración 

de alginato de 2 % (m/v)), pero que la consolidación final del gel, entendido como el punto en 

el que la evolución de sus propiedades mecánicas alcanza una meseta, ocurre luego de 2 o 

3 ñtiempos de gelaci·nò (660-990 s). Por lo tanto, es esperable que, para los tiempos más 

cortos de consolidación de gel estudiados aquí, las cápsulas no hayan alcanzado una 

gelificación completa, lo que lleva a diferencias sustanciales en la proporción de núcleo líquido 

a red de gel para cada punto RSM. Sin embargo, independientemente de los cortos tiempos 
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estudiados en este trabajo, los geles a los que se les permitió consolidarse durante más 

tiempo resultan más fuertes, posiblemente debido a una mayor disponibilidad de cationes 

Ca2+, lo que lleva a un mayor grado de cadenas entrecruzadas, como también mostró 

Posbeyikian et al. (2021). 

 

Figura 4.3. Superficie tridimensional de RSM para propiedades mecánicas y morfológicas: a) 
Fuerza de las cápsulas, b) Redondez y c) Diámetro de Feret. 
 

Además, se encontró que la concentración de la solución de alginato también fue 

directamente proporcional a la fuerza de las cápsulas (Tabla 4.1), posiblemente relacionada 

con una estructura interna más compacta y consolidada, como se muestra y se explica más 

detalladamente mediante parámetros microestructurales (Fig. 4.5). Jeong et al., (2020) 

también encontraron que la fuerza necesaria para romper cápsulas de Ca(II)-alginato fue 

directamente proporcional a la concentración de alginato en condiciones similares a este 

estudio. Es importante destacar que las cápsulas obtenidas en este trabajo, inclusive aquellas 

optimizadas como será discutido más adelante, no mostraron una fuerza particularmente 

elevada. Esta es una propiedad típica de las cápsulas húmedas de Ca(II)-alginato que no 

incluyan excipientes o hayan sido sometidas a procesos para mejorar esta cualidad (Voo et 

al., 2016). Para la mayoría de los usos industriales, las cápsulas deben exhibir valores altos 

de fuerza que les permitan resistir el estrés cortante durante el procesamiento de alimentos. 

Sin embargo, los cambios en la microestructura, que a su vez afectan la fuerza, pueden tener 

efectos en la liberación de compuestos en condiciones gastrointestinales (Rayment et al., 

2009). Si las cápsulas se introdujeran tal como están en alimentos listos para comer, se 
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deberían realizar estudios sensoriales complementarios, ya que algunos productos 

alimenticios podrían requerir cápsulas más rígidas y crujientes que se rompan fácilmente, 

mientras que otros podrían favorecer las cápsulas más masticables. Estos temas serán 

abordados más adelante en el capítulo 6. Otro parámetro importante que contribuye a la 

sensación en la boca de los alimentos es la redondez, que debe maximizarse para obtener 

cápsulas lo más cercanas posible a esferas perfectas. Los estudios demuestran que la forma 

es un factor influyente en la percepción de los alimentos, y también podría estar asociada a 

sabores específicos y combinaciones de sabores (Velasco et al., 2018). En este estudio, la 

redondez dependió fuertemente de la concentración de alginato, siendo directamente 

proporcional a ella, mientras que el tiempo de consolidación del gel no tuvo un efecto 

significativo (Tabla 4.1). La Figura 4.4 muestra imágenes de cápsulas para cada punto en el 

modelo RSM. Este resultado es sustentado por los hallazgos del capítulo 2 (Sección 2.4.2; 

Fig. 2.7) en el que no se habían encontrado diferencias estadísticas en la redondez para 

cápsulas sintetizadas que habían sido endurecidas solo durante 5 minutos en el baño de 

gelación y luego lavadas con agua destilada en comparación con cápsulas que habían 

permanecido en el baño de gelificación durante días antes de ser analizadas (en otras 

palabras, un pseudo tiempo de consolidación de gel extendido). Por otro lado, se ha 

relacionado la concentración de alginato con la redondez y la esfericidad de las cápsulas, ya 

que afecta la viscosidad de la solución de goteo, lo que determina la forma de la gota de 

alginato al impactar el baño de gelificación (Jeong et al., 2020). A concentraciones más bajas 

de alginato, es decir, a menor viscosidad de la solución de goteo, la forma de la gota de 

alginato puede remodelarse fácilmente al golpear el baño de gelificación, mientras que 

aumentar la concentración de alginato podría incrementar la tensión superficial, manteniendo 

así una forma más esférica de la gota sin sufrir muchas alteraciones superficiales. 

 
Figura 4.4. Imágenes de las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de tallo de 
alcaucil para cada punto de la RSM tomadas con una cámara digital acoplada a una lupa. Las 
fotos se presentan en orden ascendiente de concentración de alginato (% m/v; el factor 
predominante para la redondez de las cápsulas): a) 1,25 % alginato, 4 min, b) 1,5 % alginato, 
6 min, c) 1,5 % alginato, 2 min, d) 1,75 % alginato, 4 min, e) 1,75 % alginato, 4 min, f) 1,75 % 
alginato, 4 min, g) 2,0 % alginato, 2 min, h) 2,0 % alginato, 6 min, i) 2,25 %, 4 min. 
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Finalmente, se encontró una tendencia similar entre la fuerza, la redondez y el diámetro de 

Feret, especialmente en relación con su respuesta a variaciones en la concentración de 

alginato. Considerando estos resultados y hallazgos similares obtenidos en el capítulo 2 y en 

Jeong et al. (2020), estos fenómenos podrían ser subsumidos bajo una amplia categoría que 

es influenciada y puede ser modulada por la concentración del precursor. 

 

Al analizar la modulación de los parámetros microestructurales con la concentración de 

alginato y el tiempo de consolidación del gel, vale la pena mencionar que todos los hidrogeles 

estudiados aquí, como resultado de las concentraciones de las soluciones iniciales y el corto 

tiempo de contacto de las cápsulas en el baño de gelificación, presentan un déficit en cationes 

de entrecruzamiento en relación con los sitios gulurónicos totales disponibles en las cadenas 

poliméricas de alginato; es decir, la relación Ca2+:Sitios-G está por debajo de la relación 

estequiométrica (Salvati et al., 2022). En estas condiciones, se forman los dímeros con la 

estructura de caja de huevo y luego las superestructuras de rods interconectados como fue 

discutido ampliamente en los capítulos 2 y 3, que pueden modelarse como rods con una 

mayor fracción de sitios G libres (Salvati et al., 2022). Se espera que estos rods insaturados 

que aún conservan sitios G no enlazados formen una red altamente interconectada debido a 

la presencia de abundantes ramificaciones libres de polímero no enlazado. La dimensión 

fractal de la red de rods de alginato, que está relacionada con su ramificación, se representa 

con el parámetro ‌1 y su valor depende de la capacidad de estos rods incipientes para 

interconectarse entre sí. Con las condiciones de síntesis utilizadas en este trabajo, la principal 

contribución se observa para la variable de tiempo de consolidación del gel, directamente 

relacionado con la disponibilidad del agente de entrecruzamiento, iones Ca2+, variando de 

1,46-1,47 para el tiempo de consolidación más largo explorado (6 min), a 1,50-1,51 para el 

tiempo de consolidación mínimo (2 min), como se muestra en la Figura 3-a. La reducción del 

tiempo de gelificación dificulta el entrecruzamiento de las cadenas de alginato con los iones 

Ca2+ y forma estructuras donde se favorecen las ramificaciones libres del polímero no 

enlazado, lo que resulta en una red 3D más interconectada (valores más altos de ‌1). 

Posbeyikian et al., (2021) describieron un efecto análogo en la microestructura obteniendo 

valores más altos de ‌1 al disminuir la relación de Ca2+: Sitios-G aumentando las 

concentraciones del precursor de alginato del 2 % al 3 %. En este trabajo, la concentración 

de alginato solo tuvo un efecto débil en ‌1 (que no es estadísticamente significativo), similar 

a la conclusión encontrada en Kuhn et al. (2021) para concentraciones de alginato entre el 1 

% y el 1,25 %, siendo el tiempo el factor predominante en estas condiciones operativas. Como 

se mencionó anteriormente, en el marco temporal de nuestra síntesis, el tiempo tiene un papel 

predominante, ya que la proporción de agua en el núcleo se ve muy afectada durante las 

etapas iniciales de la formación del gel. Sin embargo, especialmente en tiempos de 
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gelificación más largos, una disminución en la concentración de alginato genera cápsulas con 

menor fuerza y mayor interconectividad. En el capítulo 2, las cápsulas generadas a un pH 

más bajo, es decir, con fuertes interacciones preexistentes entre cadenas de alginato, 

mostraron una mayor interconectividad y menor fuerza estructural. A su vez, Rayment et al. 

(2009) encontraron una correlación directa entre la microestructura de las cápsulas y su 

módulo de Young, obteniendo valores más altos de fuerza para cápsulas con estructuras 

internas más densas. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que las condiciones que 

favorecen interacciones preexistentes fuertes entre las cadenas de alginato, debido a los 

enlaces de hidrógeno, por sobre el entrecruzamiento con Ca2+ pueden conducir a geles de 

alginato estructuralmente más débiles. Este mismo fenómeno se observó en el capítulo 3 

(Tabla 3.7) en el que los dos geles ionotrópicos sintetizados a partir de precursores de 

NADES-alginato mostraron valores de Ŭ1 mayores que el control de Ca(II)-alginato (1,60 para 

ambos NADES y 1,46 para el control). Eso se debió a que la presencia del NADES Ӝ de 

manera similar al efecto que se obtiene aquí reduciendo el tiempo de consolidación del gel Ӝ 

impidió la difusión de Ca2+ hacia el gel resultando en rods m§s interconectados (mayor Ŭ1). 

Además, los geles NADES-alginato resultaron más débiles al tacto y más propensos a la 

desintegración durante su manipulación que el control (Fig. 3.8). 

 

 

Figura 4.5. Superficie tridimensional de RSM para par§metros microestructurales: a) Ŭ1, b) Ŭ2 
y c) Ŭ3.  
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La dimensión fractal dentro de los rods (‌2) se atribuye al grado de orden en el que los dímeros 

nuclean y se agregan durante la formación de estas estructuras primarias. Para este 

parámetro, la concentración de los precursores (polímero de alginato y Ca2+, este último en 

función del tiempo de gelificación en este caso) tiene una importante consecuencia en la 

cinética del proceso. En términos generales, una mayor concentración de precursores 

generará una mayor concentración de sitios de nucleación, que resultarían rods más 

pequeños y densos (valores más altos del parámetro ‌2). Por otro lado, debido a la fuerte 

interacción electrostática entre Ca2+ y los sitios G, a una alta concentración de cationes 

divalentes, la reorganización de las ramificaciones del polímero para maximizar las 

interacciones débiles se ve obstaculizada por un rápido entrecruzamiento de la estructura 

inicial por Ca2+. Como se predice a partir de esto, en la Figura 4.5-b, los valores del parámetro 

‌2 aumentan de 3,42-3,47 a 3,54-3,63 con el aumento de la concentración de alginato, y 

muestran una ligera disminución al aumentar el tiempo de consolidación en la solución de 

CaCl2, es decir, aumentando la disponibilidad de Ca2+ durante la formación de rods y 

disminuyendo la posibilidad de reorganización y densificación de su estructura. En la escala 

más pequeña, el parámetro ‌3 (Fig. 4.5-c) denota la densidad fractal de los dímeros de 

alginato, siendo un valor típico ‌3 Ḑ1. Este valor generalmente se obtiene cuando las 

concentraciones de ambos precursores (alginato y Ca2+) son altas o bajas. Se espera que un 

exceso relativo de un precursor, especialmente cuando hay un exceso de alginato, conduzca 

a una disposición más heterogénea de los dímeros y, por lo tanto, a un valor más alto de ‌3. 

Como se muestra en la Figura 4.5-c, los valores de ‌3 aumentan en zonas de la RSM de 

máxima concentración de alginato y tiempo mínimo de consolidación del gel, y viceversa. 

 

Hasta donde se ha podido indagar, no existen tantos trabajos sobre la optimización de los 

parámetros microestructurales para encapsulaciones de compuestos bioactivos en cápsulas 

de Ca(II)-alginato y aquellos publicados no contemplan el tiempo de consolidación de gel 

(Aguirre-Calvo et al., 2021). Como se ha mostrado en esta tesis (capítulos 2 a 4), la 

microestructura de estos sistemas se ve significativamente afectada por la variación de las 

condiciones de síntesis. Estos cambios en los parámetros de control repercuten en los 

procesos moleculares que dan lugar a la formación de geles. Entender estos procesos 

permite entonces enfocarse en la microestructura y extrapolar los resultados para poder 

comparar una multiplicidad de variables. De esta manera se logra entender, por ejemplo, que 

la fuerza de las cápsulas estás relacionada con la interconectividad de los rods (Ŭ1) y que, a 

su vez, se ve afectada por las interacciones preexistentes entre cadenas de alginato, ya sea 

que esto provenga de una modificación del pH (capítulo 2), de la introducción de NADES al 
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precursor (capítulo 3) o de variaciones en el tiempo de consolidación (disponibilidad de Ca2+) 

de gel o concentración de alginato (la presente discusión).    

 

La Figura 4.6 muestra el gráfico que indica las zonas de las condiciones de síntesis en la que 

se maximizan la función deseabilidad que contempla todas las variables de respuesta para 

las que se desea optimizar. En este caso se buscó maximizar TPC, ABTS.R, FRAP.R, fuerza, 

redondez y diámetro de Feret como se explicó en la sección 4.3.1.4. Además, a partir de los 

resultados obtenidos y teniendo en cuenta lo encontrado en los capítulos 2 y 3, se decidió 

incluir a Ŭ1 en la optimización debido a su importancia en la microestructura del gel y sus 

implicancias discutidas en la resistencia de las cápsulas. 

 

 
Figura 4.6. Función deseabilidad para la RSM maximizando TPC E.E, ABTS.R, FRAP.R, 
fuerza, redondez y diámetro de Feret. 
 

Posteriormente, la Tabla 4.2 muestra los valores experimentales y del modelo para la mejor 

solución, que correspondió al valor máximo de deseabilidad (0,95). Este punto puede 

observarse gráficamente en la Figura 4.6. Otras posibles soluciones para predicciones de 

puntos del modelo se muestran en la Tabla A19 del anexo. La eficiencia de encapsulación 

experimental de TPC y las capacidades antioxidantes residuales obtenidas para las cápsulas 

optimizadas sintetizadas durante este trabajo están en línea con los informes en la literatura 

para cápsulas de Ca(II)-alginato sin aditivos (Aguirre Calvo et al., 2018). 
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Tabla 4.2. Valores experimentales y propuestos por el modelo para la validación del diseño 
experimental. 
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Por otro lado, se midieron los parámetros microestructurales en SAXS de dos sistemas  

adicionales con las condiciones de síntesis óptimas: uno sin extracto, denominado 

ñformulaci·n ·ptima vac²aò y otro cargado con el mismo extracto usado para la RSM, pero 

diluido 5 veces en H2O, para evaluar si la presencia del extracto de tallo de alcaucil en las 

cápsulas óptimas tiene un efecto per se en la microestructura del sistema, como ocurre con 

otros extractos (Aguirre Calvo et al., 2018; Kuhn et al., 2021; Traffano-Schiffo et al., 2020). 

Como muestra la Tabla 4.3, no se encontraron diferencias significativas para Ŭ1, Ŭ2, Ŭ3 y R 

entre ninguno de los tres sistemas. Este resultado se condice con lo hallado en el capítulo 3 

en el que se demostró que la presencia de extracto en geles sintetizados a partir de 

precursores de NADES no provocaba diferencias significativas en la microestructura de esos 

geles. Esto indicaría que los compuestos presentes en el tallo de alcaucil desarrollado en esta 

tesis no presentan interacciones que afecten la estructura de los rods de alginato o iones que 

interfieran en la gelación. Por otro lado, este resultado permite, dentro de esta tesis, comparar 

los valores de los parámetros microestructurales obtenidos para cápsulas cargadas o vacías 

(como en el caso de aquellas estudiadas en el capítulo 2). 

 

Tabla 4.3. Parámetros microestructurales obtenidos por SAXS para la formulación óptima sin 
extracto, con extracto de tallo y extracto diluido.  

 
Formulación 

óptima "vacía" 

Formulación óptima + 

Extracto sin diluir 

Formulación óptima + 

Extracto diluido 

Ŭ1 1,40 ± 0,01 1,41 ± 0,04 1,36 ± 0,04 

Ŭ2 2,83 ± 0,05 2,83 ± 0,05 2,83 ± 0,10 

Ŭ3 1,24 ± 0,04 1,23 ± 0,04 1,24 ± 0,04 

R 7,45 ± 0,09 7,62 ± 0,03 7,56 ± 0,06 

 

 

Por último, se procedió a la identificación de los compuestos fenólicos contenidos en las 

cápsulas. Para ello, el análisis HPLC-MS se llevó a cabo en una muestra fresca de alcaucil, 

en un extracto acuoso y en cápsulas de alginato liofilizadas que contenían el extracto acuoso. 
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Esto nos permitió evaluar la transferencia de compuestos fenólicos desde la muestra inicial 

hasta las cápsulas de alginato. En el capítulo 1 se realizó un análisis exhaustivo de los 

compuestos fenólicos presentes en esta variedad de alcaucil encontrando que los isómeros 

del ácido monocafeoilquínico y ácidos dicafeoilquínicos fueron los compuestos fenólicos más 

abundantes, como también han reportado varios autores (Lattanzio et al., 2009; Mudau et al., 

2018). En el trabajo realizado en este capítulo, los ácidos monocafeoilquínicos y 

dicafeoilquínicos fueron los principales compuestos fenólicos encontrados. El espectro de 

masas de los ácidos monocafeoilquínicos mostró la molécula desprotonada [M - H]ī en m/z 

353 y el espectro MS2 mostró un pico en m/z 191 (ácido quínico). El espectro de masas de 

los ácidos dicafeoilquínicos mostró la molécula desprotonada [M - H]ī en m/z 515 y el espectro 

MS2 mostró picos en m/z 353, 191 y 179, que son típicos de los ácidos dicafeoilquínicos (Abu-

Reidah et al., 2013). Los resultados obtenidos mostraron que el ácido 3-cafeoilquinico, el 

ácido 5-cafeoilquinico y dos isómeros de un ácido dicafeoilquínico, que representan la 

mayoría de las propiedades bioactivas del alcaucil, están presentes en todas las muestras, 

confirmando así que se logró la preservación durante el proceso de extracción acuosa y 

posterior encapsulación. Los datos cromatográficos y de MS de los compuestos fenólicos del 

alcaucil crudo, el extracto acuoso y el extracto acuoso encapsulado se muestran en las Tablas 

A20-A22 del anexo. 

 

4.5 CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Para lograr la sostenibilidad y los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) mencionados en 

la introducción de esta tesis, es indispensable considerar varios puntos de vista. Desde una 

perspectiva tecnológica, la valorización completa de un residuo implica no solo el estudio de 

su química fundamental, sino también el desarrollo necesario para su inclusión en 

aplicaciones a través de tecnologías versátiles. Este capítulo trata acerca de la optimización 

de una tecnología de encapsulación económica y escalable que puede utilizarse en las 

industrias farmacéutica, nutracéutica y alimentaria. Se han presentado modelos satisfactorios 

para la optimización de una encapsulación de Ca(II)-alginato de compuestos bioactivos 

procedentes de residuos de alcaucil, logrando maximizar las propiedades bioactivas (TPC 

E.E, ABTS.R y FRAP.R), así como parámetros mecánicos y morfológicos (fuerza y redondez 

de las cápsulas). Además, los compuestos fenólicos más abundantes e importantes se 

transfirieron con éxito desde los residuos de alcaucil al extracto encapsulado. Si bien valores 

más altos de las propiedades bioactivas y redondez son casi siempre deseables, la 

resistencia de las cápsulas debe evaluarse caso por caso según la aplicación de estas y 
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posiblemente complementarse con estudios sensoriales adicionales para usos nutracéuticos 

y alimentarios. Por otro lado, el modelo también se optimizó para parámetros 

microestructurales y se explicaron los fenómenos moleculares involucrados en la formación 

del gel como función de la concentración de los precursores y el tiempo de gelificación. 

Considerando estos resultados, y los hallazgos obtenidos en los capítulos 2 y 3, estudiar el 

par§metro Ŭ1 podría ser útil para predecir y modular el comportamiento de la fuerza de las 

cápsulas desde un punto de vista microestructural mediante cambios en las distintas variables 

de proceso que influyan en las interacciones intermoleculares de las hebras de alginato como: 

la concentración de las soluciones de precursores, tiempo de consolidación del gel, pH, 

presencia de compuestos en solución que excluyan al alginato y otras que no han sido 

estudiadas en esta tesis. Esta comprensión profunda de la estructura interna de la matriz del 

gel podría permitir una optimización y modulación de vanguardia de la estructura fina en 

aplicaciones avanzadas y a su vez servir como criterio fundamental para el estudio de otras 

potenciales variaciones en las condiciones de síntesis. 
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CAPÍTULO 5. 

 

 

Secado de las cápsulas de Ca(II)-alginato y su impacto sobre 

la estructura, morfología y propiedades fisicoquímicas 
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5.1 INTRODUCCIÓN 

 

5.1.1 El secado como técnica de preservación de hidrogeles de 

Ca(II)-alginato 

 

Las cápsulas húmedas de Ca(II)-alginato son sistemas débiles mecánicamente y propensos 

a deformaciones como se discutió en el capítulo 4 y como han visto otros autores (Posbeyikian 

et al., 2021). Además, debido a su elevado contenido de agua, presentan una baja estabilidad 

en el tiempo y son susceptibles a la proliferación de microorganismos (Traffano-Schiffo et al., 

2021; Smaniotto et al., 2020). Estos inconvenientes pueden ser mitigados secando al hidrogel 

ya que la remoción de agua endurece al material, fortaleciéndolo (Oliveira Vargas et al., 

2018), e impide el crecimiento de microorganismos; en este sentido, un producto seco puede 

ser considerado como seguro si su actividad de agua (aw) se sitúa por debajo de 0,6 

(Smaniotto et al., 2020). Por otro lado, en el ámbito de la ciencia de alimentos y materiales, 

la preservación y estabilización de compuestos bioactivos es de suma importancia debido a 

la necesidad de protegerlos de entornos químicos potencialmente nocivos y, al mismo tiempo, 

asistir en su entrega y liberaci·n controladas (Aluôdatt et al., 2022). Adicionalmente, es 

frecuente en la fabricación y procesamiento de alimentos que los ingredientes deban ser 

transportados y almacenados antes de su uso por lo que es ventajoso que estos tengan una 

menor masa, menor volumen y que puedan preservarse a temperatura ambiente por largos 

períodos de tiempo. Por estos motivos, se han estudiado ampliamente técnicas de 

preservación para los sistemas de Ca(II)-alginato cargados con compuestos bioactivos, 

principalmente el secado por liofilización (Santagapita et al., 2012; Smaniotto et al., 2020), el 

secado por estufa de aire (Oliveira Vargas et al., 2018; Parvez et al., 2024; Traffano-Schiffo 

et al., 2021;) y el secado en vacío (Santagapita et al., 2012; Traffano-Schiffo et al., 2017b). 

Estos trabajos resaltaron la eficacia de estas técnicas para la preservación de las cápsulas y 

adicionalmente estudiaron su impacto y rol en la modificación de sus propiedades 

morfológicas, la funcionalidad de sus compuestos encapsulados y sus estructuras internas. 

Asimismo, estos cambios estructurales se correlacionaron en algunos casos con propiedades 

funcionales de las cápsulas como la eficiencia de encapsulación, perfil de liberación de 

compuestos bioactivos encapsulados y fuerza. Por tanto, las condiciones de secado, 

específicamente la temperatura y el tiempo, deben ser controladas minuciosamente.  
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5.1.2 La importancia de las propiedades morfológicas y 

estructurales de las cápsulas de Ca(II)-alginato en aplicaciones en 

alimentos 

 

Si bien el secado por estufa ha sido estudiado largamente en sistemas de Ca(II)-alginato y 

probada su eficacia para la conservación en inmovilización de compuestos bioactivos, aún 

existen aspectos fundamentales de este proceso aplicado a estos sistemas que requieren 

una comprensión más profunda; por ejemplo, los cambios en la microestructura, la fuerza 

resultante en función de las condiciones de secado, alteraciones anómalas en la morfología 

y textura, por mencionar algunos. La apariencia, textura y morfología de los productos 

alimenticios son parámetros claves que impactan en su aceptación y desempeño (Ha et al., 

2016; Jeong et al., 2020). 

 

En este sentido, estas prerrogativas aplican directamente a las cápsulas desarrolladas en 

este trabajo ya que se plantearon como ingredientes funcionales para ser utilizados 

directamente en alimentos prontos para el consumo. Aguirre-Calvo et al., (2022) plantearon 

que la masticabilidad y gomosidad de cápsulas húmedas fueron características importantes 

para un panel de evaluación sensorial. Además de tener implicancias en la percepción 

sensorial de los productos, la fuerza es un factor fundamental para evaluar la aplicabilidad de 

las cápsulas como ingredientes funcionales ya que diversos procesos industriales que 

involucran pasos de compresión, abrasión, etc, podrían deformar las cápsulas 

irreversiblemente o incluso destruirlas perdiendo el contenido cargado. 

 

5.1.3 Relación entre las variables de control del secado y las 

propiedades estructurales de las cápsulas 

 

Para este trabajo se decidió estudiar el secado por estufa con circulación de aire como método 

de preservación para las cápsulas basado en premisas de escalabilidad, costos y en línea 

con los principios de la química verde. Esta técnica presenta principalmente dos variables de 

control fundamentales que son la temperatura y el tiempo de secado. Oliveria Vargas et al., 

(2018) reportaron que la temperatura tuvo un efecto importante (dentro de un rango) en la 

cinética de secado de cápsulas de Ca(II)-alginato afectando la manera en que las cápsulas 

eliminan el agua y formando así estructuras internas distintas. El aumento de la temperatura 

provocó un secado más rápido, como era de esperarse, pero también ocasionó cambios en 
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la forma y estructura de las cápsulas. A su vez, esta cinética diferenciada también generó 

cambios en la homogeneidad de las cápsulas secas obtenidas, que también podría ser un 

parámetro crítico para la aceptación de un alimento.  

 

En línea con la investigación desarrollada en el capítulo 4, en las actividades desarrolladas 

en este capítulo se buscó encontrar y estudiar el impacto fino en las propiedades estructurales 

y fisicoquímicas de las cápsulas secas ocasionados por variaciones en las condiciones de 

secado. Se decidió analizar tres temperaturas de secado que estuvieran dentro de un rango 

en el que se logra el secado de este tipo de matriz hasta un contenido de agua y actividad lo 

suficientemente bajos para mejorar la conservación y que a su vez evitara la degradación de 

los compuestos fenólicos (ElGamal et al., 2023; hasta 60°C para compuestos fenólicos y 55°C 

para glucósidos). De esta manera, el monitoreo minucioso del proceso de secado no solo 

permitiría encontrar las condiciones óptimas para distintas aplicaciones, sino que sentaría las 

bases para estudiar las posibles correlaciones entre estos procesos y las propiedades 

funcionales resultantes de las cápsulas.  

 

5.2 OBJETIVO 

 

El objetivo del trabajo desarrollado en este capítulo fue estudiar la cinética de secado de las 

cápsulas de Ca(II)-alginato, cargadas con extracto del subproducto de alcaucil y optimizadas 

en el capítulo 4, en estufa con circulación de aire a diferentes tiempos y temperaturas para 

encontrar las condiciones óptimas de este proceso según su uso requerido y comprender los 

cambios profundos en su estructura a partir de un enfoque multianalítico estudiando las 

propiedades mecánicas, fisicoquímicas y térmicas, así como los cambios macro y 

microestructurales. 

 

5.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.3.1 Materiales 

 

Se utilizaron los mismos materiales empleados en Cap. 2 a 4. 
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5.3.1.1 Preparación de cápsulas de Ca(II)-alginato 

 

Tanto las cápsulas control como las cápsulas cargadas con el extracto de tallo de alcaucil 

fueron sintetizadas con el método de goteo y gelación ionotrópica descripto en el capítulo 2, 

sección 2.3.1.1. Se usó un tiempo de permanencia de las cápsulas en el baño de gelación de 

2 min y una concentración de alginato de 2,5 % como fuera optimizado en el capítulo 4. Las 

cápsulas fueron lavadas con agua bidestilada luego de la síntesis y guardadas sin líquido 

residual. Se conservaron en heladera hasta su análisis. 

 

 

5.3.1.2 Secado de las cápsulas en condiciones controladas 

 

Las cápsulas se dispusieron en un soporte con malla metálica de 150 µm de 

aproximadamente 10 cm x 10 cm (Fig. 5.1), de manera tal de minimizar el contacto entre 

cápsulas. Luego se introdujeron los soportes dentro de una estufa con circulación de aire 

(modelo economy incubator with fan, size 2, Gallenkamp, Londrés, Reino Unido). Se reguló 

la temperatura a 35, 45 o 55 ± 1 °C y se dejó por distintos tiempos, hasta 40 min. 

Posteriormente se recolectaron las cápsulas en tubos tipo falcon y se sellaron 

inmediatamente. Las cápsulas fueron conservadas en heladera hasta su análisis. Para los 

varios ensayos de este capítulo, las cápsulas fueron secadas en distintos momentos con 

condiciones ambientales variables, pero siempre siguiendo el mismo protocolo en la misma 

estufa. 

 

 
Figura 5.1. Malla metálica confeccionada colocando dos mallas entramadas entre sí a 45° 
una de la otra. La imagen muestra cápsulas dispuestas arriba de la malla previo al secado. 
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5.3.2 Métodos 

 

5.3.2.1 Contenido y actividad de agua 

 

El contenido de agua de las cápsulas, tanto húmedas como secas, y la actividad de agua se 

midieron con los métodos descriptos en la sección 2.3.2.1. Se midieron las propiedades de 

agua para distintos puntos (tiempos), entre 0 y 40 min de secado a las tres temperaturas de 

estudio. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

5.3.2.2 Análisis digital de imagen 

 

Se midió la redondez y el diámetro de Feret de las cápsulas húmedas y secadas a distintos 

tiempos y temperaturas con el protocolo descripto en la sección 2.3.2.1. Se tomaron como 

mínimo 30 fotografías de cada sistema. 

 

Para estudiar la morfología superficial, se tomaron fotografías superficiales de las cápsulas 

húmedas y secadas a distintos tiempos a 45°C con un microscopio de fluorescencia modelo 

IX71 Olympus (Tokio, Japón). 

 

5.3.2.3 Propiedades mecánicas 

 

Se utilizó el mismo instrumento y método descriptos en la sección 4.3.2.5. Se midieron 

distintos puntos (tiempos), entre 0 y 40 min de secado para las tres temperaturas de estudio. 

Se analizaron 10 muestras por cada sistema. 

 

5.3.2.4 Análisis de la microestructura de las cápsulas secas mediante 

SAXS 

 

Se midieron las curvas de dispersión de rayos X a bajo ángulo con los parámetros y el 

instrumento identificado como ñfuente convencionalò descripto en la secci·n 3.3.1.7. Se 
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midieron 7 puntos de la curva de secado a 45°C y los 3 puntos finales (30 min de secado) 

para cada una de las temperaturas de secado estudiadas (35, 45 y 55°C). Los datos fueron 

ajustados y procesados como se describe en la sección 3.3.1.7. 

 

5.3.2.5 Sorción Dinámica de Vapor (DVS) 

 

Las isotermas de sorción de humedad se obtuvieron utilizando un sistema de sorción 

dinámica de vapor (Intrinsic DVS, Surface Measurements Systems, EE. UU.). Se pesaron 

precisamente 20 mg de cada muestra y se cargaron en el portamuestras del equipo de DVS. 

Se programó el ciclo para que el rango de humedades relativas de equilibrio fuera entre 0 y 

90 %, tomándose 10 incrementos (puntos) durante el proceso. La temperatura se reguló a 

25°C. Las muestras se consideraron en equilibrio cuando el valor de dm/dt (pendiente del 

cambio de masa en función del tiempo) se encontró en <0,001 % masa/min. En todos los 

casos se logró un equilibro de sorción en el tiempo del experimento (8 h). 

Se produjeron dos tandas de muestras para este análisis; en el primero, se secaron muestra 

a 55°C por 12, 30 y 40 min); luego, se repitió otra tanda, pero ante la imposibilidad de usar el 

mismo setup experimental, las muestras se secaron en un deshidratador (Modelo FA-10MZ, 

Maquinarias Cobo, Buenos Aires, Argentina). En ese caso, se produjeron muestras a 35°C 

(12 y 40 min) y 45°C (12 y 40 min) para corroborar que los efectos que se observaban a 45°C 

también ocurrían a las otras dos temperaturas. 

 

5.3.2.6. Tomografía de escaneo por rayos-X 

De acuerdo con Llive et al. (2020), las cápsulas fueron puestas en un tubo cónico con 

esponjas para aislarlas entre sí. Las imágenes se obtuvieron en un microtomógrafo de rayos 

X SkyScan 1173 (Bruker Biospin Gmbh, Rheinstetten, Alemania) con los siguientes 

parámetros: energía de 55 kV, intensidad de corriente de 145 µA, tiempo de rotación de 500 

ms, campo de visión de 6,43 µm/pixel, paso de rotación de 0,2°, y rotación total de 360°. Este 

estudio se realizó en forma preliminar. 

 

5.3.2.7 Mediciones de resonancia magnética nuclear (RMN) 

Los tiempos de relajación transversales o spin-spin (T2) fueron medidos en un espectrómetro 

de bajo campo de protones (LF-1H-RMN, por sus siglas en inglés) Minispec mq20 (Bruker 

Biospin Gmbh, Rheinstetten, Alemania) con un campo magn®tico de 0,47  operando a una 
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frecuencia de 20 MHz. Las muestras, que se midieron por duplicado, fueron introducidas en 

los tubos para RMN (de diámetro interno 10 mm) fueron previamente equilibradas a 25,00 ± 

0,01 °C en un baño térmico Phoenix II C35P (Thermo Electron Corporation Gmbh, Karlsruhe, 

Alemania). 

 

Las cápsulas secadas por debajo de aproximadamente 40 % de contenido de agua en base 

húmeda se analizaron con la secuencia de eco de espines de Hahn (Hahn, 1950) que consiste 

en dos pulsos, uno a 90° y otro a 180°, utilizando los siguientes parámetros: tau = 0,005, 

número de escaneos = 7, puntos = 600 y ganancia = 97 db. Los datos de estas muestras 

fueron también ajustados con varias funciones (entre tetra y monoexponencial), siendo la 

función biexponencial de la cual se calcularon los T2 para cada muestra. 

 

Las cápsulas húmedas y secadas hasta aproximadamente 40 % de contenido de agua en 

base húmeda se analizaron con una secuencia de pulsos Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG, 

1958) utilizando los siguientes parámetros: tau = 0,6, número de escaneos = 4, puntos = 600 

y ganancia = 68 db. Los datos fueron ajustados con varias funciones siendo la función 

biexponencial a partir de la cual se encontraron dos poblaciones para las que se calcularon 

sus respectivos T2.  

 

5.3.2.8 Análisis termogravimétrico (TGA) 

 

Se realizó un estudio termogravimétrico sobre las cápsulas secadas a 3 tiempos (10, 20 y 30 

min) para las 3 temperaturas de estudio. Se utilizó el mismo procedimiento y parámetros 

descriptos en la sección 3.3.1.4. En este capítulo se muestran además los gráficos de la 

derivada primera de las curvas de pérdida de masa (DTG). 

 

5.3.3 Análisis estadístico 

 

Todas las mediciones fueron analizadas mediante un ANOVA de dos factores con el post-

test de Tukey utilizando Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE. UU.) para 

evaluar las diferencias significativas entre los valores medios de las variables estudiadas. 
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5.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Las cápsulas de Ca(II)-alginato que contienen extracto de subproductos de alcaucil fueron 

secadas en un horno con ventilación a tres temperaturas diferentes: 35, 45 y 55 °C. La Figura 

5.2-a y -b muestran el contenido de agua y la actividad del agua obtenidos para las cápsulas 

secas en función de la temperatura y el tiempo de secado. Después de 40 min, las cápsulas 

secadas a cada temperatura alcanzaron su punto final de contenido de agua, 

aproximadamente un 20 % en base húmeda. Además, es importante evaluar la relación entre 

el contenido de agua y la actividad del agua durante este proceso, ya que puede revelar 

divergencias en la evolución de la estructura interna. La Figura 5.2-c muestra que esta 

relación difiere para la curva de secado a 55 °C en comparación con las otras dos. En valores 

intermedios de actividad del agua, las cápsulas secadas a 55 °C muestran una mayor 

humedad. Esto podría significar que la eliminación más rápida de agua, es decir, a una 

temperatura más alta, podría llevar a estructuras que dificultan la disponibilidad de agua y, 

por lo tanto, tienen una menor actividad a un contenido de agua similar en comparación con 

el secado más suave. En última instancia, después de 40 min de secado, independientemente 

de la temperatura, las cápsulas alcanzaron su contenido de agua mínimo, aproximadamente 

un 20 %. Sin embargo, el secado a 35 °C condujo a una mayor actividad final del agua. 
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Figura 5.2. Propiedades del agua de las cápsulas de Ca(II)-alginato secadas a diferentes 
tiempos para cada temperatura. a) Contenido de agua en base húmeda (%), b) Actividad de 
agua y c) Contenido de agua en base húmeda (%) en función de la actividad de agua. Las 
líneas no corresponden a ningún ajuste, solo unen puntos. H: cápsulas húmedas no secadas.  
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Durante el proceso de secado, a medida que se pierde agua, la estructura se colapsa y las 

cápsulas comienzan a encogerse y deformarse. Este es un proceso inevitable que altera su 

forma y textura, factores importantes que contribuyen a la aceptabilidad de un producto 

alimenticio. Zhou et al. (2021) encontraron que los alimentos con formas más redondeadas 

suelen ser preferibles para los consumidores en comparación con aquellos con bordes 

irregulares. La Figura 5.3 muestra cómo se ve afectada la forma y el tamaño de las cápsulas 

durante el secado. Las cápsulas secadas a 35 °C mostraron menos alteraciones morfológicas 

durante el secado en tiempos intermedios en comparación con las otras dos temperaturas 

analizadas, como se muestra en la Figura 5.3-a. Aunque alcanzaron valores finales de 

redondez similares (0,92 ± 0,05; 0,92 ± 0,04; 0,90 ± 0,05 para 35, 45 y 55°C respectivamente), 

hubo menos variación durante el secado a 35°C que a 45 y 55°C, para las cuales se 

observaron valores más bajos y desviaciones estándar más altas en comparación con el 

punto final. La Figura 5.3-b muestra que, en el punto final de este análisis, las cápsulas 

secadas a las tres temperaturas exhibieron una reducción de tamaño estadísticamente 

idéntica (57,7; 59,9 y 58,03 % para 35, 45 y 55°C, respectivamente). Sin embargo, a 45 y 

55°C, la mayor parte de la reducción de tamaño ocurrió después de 20 min. Estos resultados 

demuestran que la temperatura de secado influye en cómo se elimina el agua de las cápsulas 

y esto, en consecuencia, afecta sus características morfológicas, especialmente en etapas 

intermedias antes de que se obtenga la deshidratación máxima permitida por este proceso. 

Si la necesidad industrial fuera obtener cápsulas secas con valores intermedios de contenido 

de agua y actividad, al tiempo que se conserva la forma original tanto como sea posible, estos 

resultados sugieren que sería preferible utilizar una temperatura más suave. Además, los 

resultados de las propiedades del agua y morfológicas indicarían que existe un punto de 

inflexión entre los 10 y 15 min para temperaturas de secado de 45 y 55 ºC, donde se libera 

una gran cantidad de agua, lo que resulta en una mayor variabilidad al medir la redondez y el 

tamaño. La Figura 5.4 muestra que efectivamente, a partir de los 15 min de secado a 45 °C, 

las cápsulas muestran una morfología superficial caracterizada por pliegues y arrugas 

perdiendo su superficie suave original. 
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Figura 5.3. a) Redondez y b) Diámetro de Feret para cápsulas de Ca(II)-alginato secadas a 
diferentes tiempos a tres temperaturas. H: cápsulas húmedas no secadas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Morfología superficial de cápsulas de Ca(II)-alginato secadas a diferentes tiempos 
a 45°C. 
Una de las características fundamentales de las cápsulas de Ca(II)-alginato a la hora de 

evaluar sus potenciales aplicaciones industriales y su posible desempeño sobre la que se ha 

hecho mención en esta tesis es la fuerza requerida para la compresión. Ha sido reportado 

que, sin importar el método ni las condiciones de secado empleadas, las cápsulas de Ca(II)-

alginato se endurecen al perder el agua contenida dentro de la matriz de hidrogel. Sin 

embargo, es interesante estudiar si existen diferencias en la fuerza resultante de las cápsulas 

en función del tiempo y/o temperatura de secado por este método. La Figura 5.5-a muestra 

la fuerza de las cápsulas en función del tiempo de secado para cada temperatura. Se observa 

que los puntos intermedios, o en otras palabras el ñrecorridoò que siguen las c§psulas difiere 

para las tres temperaturas. Esto se condice con la discusión previa sobre las discrepancias 

en la pérdida progresiva de agua a cada temperatura de secado. Además, no se obtuvieron 



   

 

159 

 

diferencias significativas entre la fuerza de las cápsulas secadas a 45 y 55 °C en sus puntos 

finales mientras que aquellas secadas a 35 °C hasta el punto final resultaron 

significativamente más blandas. Por otro lado, la Figura 5.5-b muestra la fuerza de las 

cápsulas para cada punto en función de su contenido de agua y permite así comparar sus 

propiedades inherentes a su estructura soslayando el tiempo de secado. Como se puede 

observar, y de manera análoga a lo que ocurre con la actividad de agua, las curvas de 35 y 

45 °C para la fuerza de las cápsulas tienen una forma similar entre sí y distinta a la de 55 °C, 

que es más brusca. Es posible que la expulsión más repentina de agua genere costras duras 

que aporten a la fuerza final de las cápsulas, mientras en paralelo generan un contenido de 

agua más alto (a igual aw). 
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Figura 5.5. Efecto de la temperatura y el tiempo de secado en la fuerza de las cápsulas de 
Ca(II)-alginato. a) Fuerza (gf) en función del tiempo de secado (min) para cada temperatura 
y b) Fuerza (gf) en función del contenido de agua en base húmeda (%) para las cápsulas 
secadas a cada temperatura. El asterisco indica diferencia significativa (p<0,05) de ese punto 
respecto a su análogo para las otras dos temperaturas. H: cápsulas húmedas no secadas. 
 

 

A medida que avanza el secado, este también provoca cambios significativos a nivel 

microestructural. Mucho se ha charlado sobre la microestructura de los geles de Ca(II)-

alginato en los capítulos 2 y 3. La Figura 5.6 muestra las curvas de SAXS para cápsulas 

secadas a 45°C (Fig. 5.6-a) y para el punto final de cápsulas secadas a las tres temperaturas 

(Fig. 5.6-b). En la Fig. 5.6-a se observa que la estructura típica de los geles (rods 

interconectados) se mantiene durante los primeros tiempos de secado, hasta por lo menos 

los 10 min. Posteriormente, hay un cambio significativo en la microestructura, perdiendo 

parcialmente la estructura típica del gel producto del secado y colapso estructural. Si bien la 

Figura 3.9 (capítulo 3) podría recordar a esta curva, los fenómenos son completamente 

distintos, recordando que para el caso de esos hidrogeles alginato-NADES se postula la 

formación de una red polimérica desde el inicio. En este caso, es importante analizar dos 

fenómenos: a medida que se secan los rods, los mismos inexorablemente se irán agrandando 
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a expensas de cadenas de alginato que se sumarán a medida que se remueva el agua. Esas 

cadenas se incorporarán en forma desordenada (aumentando el tamaño) y potencialmente 

reduciendo la densidad de cada rod. Es necesario tener en cuenta que este proceso está 

empujado por el secado, y sucederá en forma desorganizada, generando estructuras más 

desordenadas. Por otro lado, se debe tener en cuenta que a medida que ocurre el secado se 

pierde el contraste entre los rods y los poros acuosos. Entonces, cuando se pierde el poro, 

se deja de observar el rod propiamente dicho, obteniendo una única estructura. Esto es lo 

que sucede para las últimas tres muestras de la Figura 5.6-a. En la escala más grande (bajos 

valores de q) se ve algo más denso que antes, por lo que se discutió previamente. Luego, 

cuando se sigue achicando la escala (a medida que aumenta q), se ve una única estructura, 

sin poder diferenciar entre Ŭ2 y Ŭ3. Este fenómeno se da independiente de la temperatura de 

secado, llegando a estructuras similares para las tres temperaturas (Fig. 5.6-b). La Figura 5.7 

muestra los valores de Ŭ y tama¶o de rod para los sistemas medidos en Figura 5.6-a, 

apoyando el modelo aquí planteado. Es importante señalar que los primeros puntos (pre-

colapso) s² obedecen a los valores de Ŭ y R discutidos en capítulo 2; luego, los puntos se 

destacan en rojo debido a que estrictamente ya no se está observando al mismo objeto, si 

bien se realiza el mismo an§lisis. Por ejemplo, el Ŭ2 obtenido luego del colapso no es 

puramente la densidad de los rods, sino que se mezcla con la propia densidad de los dímeros 

al ya no existir contraste con el agua de los poros. 

 

 

 

 



   

 

161 

 

Secado a 45°C

q (nm-1)

I 
(q

)

1 10
0.1

1

10

100

1000

10000

H

2 min

4 min

10 min

15 min

20 min

25 min

a

 

       Cápsulas secadas a 30 minutos
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Figura 5.6. Curvas de dispersión de rayos X de bajo ángulo: a) distintos puntos de cantidad 
de agua total en base húmeda de cápsulas de Ca(II)-alginato, expresada sobre el gráfico, 
secadas a diferentes tiempos a 45°C y b) cápsulas secadas hasta el punto final de 30 minutos 
para las 3 temperaturas. 
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Figura 5.7. Evolución de los parámetros de la microestructura para cápsulas secadas a 45°C 
hasta distintos contenidos de agua. a) interconectividad (Ŭ1), b) densidad (Ŭ2) y c) radio 
característico (R) de los rods de alginato. Los puntos en rojo deben tomarse con las 
consideraciones pertinentes ya que corresponden al mismo análisis formal, pero con otra 
significancia (ver texto). 
 

 

Las imágenes obtenidas por estudios preliminares de tomografía de escaneo de rayos X (Fig. 

5.8) complementan la descripción del efecto que se observa en las técnicas previamente 

descriptas: a medida que avanza el secado, se reduce la porosidad (macro y mesoporos, 

particularmente) hasta llegar al colapso, lo que apoya lo discutido previamente para SAXS. 

Es importante señalar que esto no implica que haya ausencia de poros, sino que no se 

observan (Fig. 5.8, derecha) con el límite que permite observar el equipo. Resultados 

similares (en cuanto al tipo de estructura obtenido) fueron observados por Llive et al., (2020) 

para cápsulas de alginato con polvo de yerba mate secadas a 70 °C en estufa de aire forzado. 

Estudios de porosimetría por intrusión de mercurio serían ideales para comprender como 

evolucionan tanto la porosidad como el tamaño de los poros durante el secado.  
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Figura 5.8. Tomografía de escaneo de rayos X a distintos tiempos y temperaturas de secado, 
de izquierda a derecha: 35 °C 12 min, 45°C 12 min, 55°C 12 min, 45°C 40 min (ver Fig. 5.1 
para W.C./aw). 
 

Las isotermas de adsorción de agua de las cápsulas dan información valiosa acerca de la 

superficie interna de los sistemas, por lo que se decidió estudiar la influencia del secado por 

esta técnica. La Figura 5.9-a muestra las isotermas de cápsulas secadas a 55 °C. Al igual a 

lo observado por SAXS, existe un conjunto de dos grupos de muestras, antes y luego del 

colapso. Las curvas muestran un patrón parecido: hay una primera región en la que la muestra 

es impermeable al agua y luego de cruzar un valor crítico de humedad relativa (HR), empieza 

una absorción rápida de la misma. Sin embargo, en las muestras secadas por 12 min, el valor 

crítico de HR se sitúa alrededor de 20 %. En cambio, en las muestras secadas a 30 y 40 min, 

el valor crítico de HR se corrió hasta 40% (sin diferencias significativas entre muestras con 

mayor tiempo de secado) y no se llegó a una saturación total como en el caso de la muestra 

secada por menos tiempo; solo se alcanzó 90 % de contenido de agua adsorbido. Es evidente 

que el colapso del sistema genera una estructura con menor capacidad de adsorción a la 

misma HR. La desaparición de macro y mesoporos con el secado (Fig. 5.8) genera una 

estructura más densa (Fig. 5.6), con menor receptibilidad al agua.  

 

Este mismo comportamiento se verifica a las otras dos temperaturas estudiadas (Fig. 5.9-b), 

mostrando otra vez una clara división entre muestras de alto y bajo contenido de agua (i.e. 

12 y 40 min de deshidratación). Las muestras de 12 min presentan el mismo comportamiento 

que las muestras secadas a 55 °C (HR crítica 20 %, HR de saturación 90 %, humedad total 

adsorbida 100 %). Sin embargo, en las secadas a 40 min sí hay diferencias significativas 

entre las temperaturas de secado: aquellas deshidratadas a 35 °C logran alcanzar una 

humedad final de 80 %, mientras que aquellas deshidratadas a 45 °C solo alcanzan una 

humedad final de 70 %. Es importante señalar que todas las muestras graficadas en la Figura 

5.9-b fueron obtenidas en otro setup de secado debido a la imposibilidad de contar con las 

mismas condiciones experimentales al momento de ensayar esas muestras, por lo que 

algunas diferencias podrían atribuirse a esto. Por lo pronto, lo más relevante es verificar que 
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la división producida por el colapso durante el secado es consistente en todas las 

temperaturas de secado estudiadas. 

 

Por último, es necesario recordar que esta técnica primero deshidrata completamente a las 

muestras para luego ofrecer atmósferas en forma controlada. Esa deshidratación podría no 

impactar de la misma forma para cápsulas con diferente grado de secado inicial debido a la 

diferente microestructura de partida (Fig. 5.6). Por eso, no se profundiza aún más sobre las 

diferencias halladas. 
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Figura 5.9. Isotermas de adsorción de agua de cápsulas de Ca(II)-alginato secadas a 
diferentes tiempos de una curva de secado a a) 55°C y b) a 35°C y 45°C.  
 

El secado de las cápsulas también se manifiesta a través de una reducción de la movilidad 

molecular, como se puede observar en la Figura 5.10 a través de los tiempos de relajación 

obtenidos por las secuencias CPMG y Hahn para las cápsulas con mayor y menor contenido 

de agua. Típicamente, CPMG permite observar poblaciones mayores a 1 ms 

correspondientes al agua que posee menor interacción con los sólidos hasta el agua de 

multicapa. A partir de ahí, los tiempos de relajación menores ya no son observables, y solo 

se pueden ver utilizando Hahn, que permite incluso analizar tanto los protones del agua como 

la de los sólidos. En el caso de la Figura 5.10-a, es posible observar una reducción de ambos 
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T2 conforme avanza el secado, existiendo un fuerte escalón en la zona de tiempos de secado 

donde suceden los cambios más drásticos que se vienen describiendo en las otras figuras. 

Este quiebre también se acompaña por un cambio en las poblaciones (Fig. 5.10-b): mientras 

que en los % W.C. más altos tenemos una población en menor proporción con tiempos más 

largos, una vez que se remueve, esa población queda como mayoritaria hasta la aparición de 

la siguiente, que ya tiene tiempos de relajación muy por debajo del ms, bien característicos 

de los sólidos. Los tiempos de relajación obtenidos en el presente trabajo son similares a los 

descriptos previamente, tanto para los sistemas húmedos (Aguirre Calvo et al., 2017; 

Rayment et al., 2009; Traffano-Schiffo et al., 2017) como para la concomitante reducción en 

la movilidad (Aguirre Calvo y Santagapita, 2019; Li et al., 2017).  

 

 

 
Figura 5.10. Tiempos de relajación transversales (T2) de las cápsulas de Ca(II)-alginato en 
función de la actividad de agua, calculado mediante la secuencia de pulsos CPMG y de eco 
de Hahn para cápsulas deshidratadas a 45°C. Se incluye el contenido de agua con fines 
comparativos. 
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Para concluir con los estudios de caracterización de las cápsulas, se llevó a cabo un análisis 

termogravimétrico para entender si el secado de las cápsulas tiene algún efecto en las 

propiedades térmicas de la red de alginato en las mismas. La Figura 5.11-a muestra la pérdida 

de masa, mientras la Figura 5.11-b la derivada primera del análisis termogravimétrico (DTG) 

para 3 puntos de la curva de secado de 45 °C; allí se observan 3 zonas principales de pérdida 

de masa características para los hidrogeles de Ca(II)-alginato (Kusuktham et al., 2014). La 

primera zona, que se extiende desde aproximadamente 30 a 180°C corresponde a la 

deshidratación de las cápsulas; en la segunda zona, que se extiende desde 180 a 265 °C, 

ocurre la pérdida de masa debida a la desintegración de las cadenas de alginato y pérdida 

de grupos hidroxilo en forma de H2O; finalmente existe una tercera zona a partir de 265 °C 

donde ocurre la descarboxilación y liberación de CO2. Las tres zonas son visibles para todas 

las muestras; sin embargo, dado que la muestra de mayor contenido de agua tiene mucha 

menor proporción de sólidos, es mucho más difícil de visualizar en ella (curva verde, Figura 

5.11). 
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Figura 5.11. Gráficos del análisis termogravimétrico de cápsulas de Ca(II)-alginato secadas 
a 45°C por 10, 20 y 30 minutos: a) curvas de pérdida de masa; b) curva de la derivada primera 
de la pérdida de masa.   
 

Por otro lado, es interesante analizar que el tiempo de secado o, en otras palabras, el 

contenido total de agua, provoca un corrimiento en los picos máximos de pérdida de masa. 

Las muestras más húmedas presentan un pico más ancho en la zona de deshidratación, lo 

cual es esperable debido al mayor porcentaje inicial de agua presente, pero además este pico 

está corrido hacia temperaturas más cercanas a 100 °C (Fig. 5.11-b), lo que indicaría que es 

necesaria más energía para remover completamente el agua presente en estas muestras. 

Cuando se comparan las muestras deshidratadas a las tres temperaturas (Fig. 5.12), es 

posible observar que las muestras secadas a 35 °C presentan un retraso aún mayor en la 

temperatura de inicio, lo que es debido fundamentalmente al exceso de agua que tienen estas 

muestras. En esta medición es fundamental tener presente que el proceso de colapso 
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estructural descripto previamente sucede en forma simultánea a la salida de agua mientras 

va aumentando la temperatura; por lo tanto, la dinámica de este proceso y la estructura 

resultante puede ser completamente distinta a la evaluada previamente y a la producida para 

otras cápsulas previamente secadas. En el caso de la comparación entre las curvas de 45 y 

55 °C, es posible observar que esta última también presenta un corrimiento a mayores 

temperaturas. Esto es posible asociarlo a la diferencia remarcada anteriormente entre la 

cinética de secado a 55 °C y aquella a las otras dos temperaturas. Es muy probable que a 55 

°C se genere mayor resistencia a la salida de masa; esto puede deberse a cambios en la 

porosidad interna o en la formación de alguna costra. Sin embargo, esta última no pudo ser 

observada por microscopía dado que no se realizaron cortes, ni por tomografía, ya que este 

último ensayo pudo hacerse solamente en forma preliminar.  
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Figura 5.12. Gráficos del análisis termogravimétrico de cápsulas de Ca(II)-alginato secadas 
a 35, 45 y 55°C. a) curvas de pérdida de masa; b) curva de la derivada primera de la pérdida 
de masa. 
 

5.5 CONCLUSIONES PARCIALES 

 

Las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de subproducto de alcaucil optimizadas 

en el capítulo 4, se deshidrataron por medio de un secado por estufa con corriente de aire. El 

estudio de 3 temperaturas distintas de secado permitió encontrar diferencias en la cinética de 

secado entre la temperatura más alta, 55°C, y las dos temperaturas inferiores, 45 y 35°C. 

Estas diferencias son particularmente evidentes en la evolución del aw y de la dureza 

resultante de las cápsulas en función de su contenido de agua. Se observa que la 

deshidratación a 55°C es significativamente más brusca lo que ocasiona adicionalmente que 

las cápsulas secadas más rápidamente resulten menos homogéneas en tamaño y morfología.  
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Por otro lado, se tomaron muestras en varios puntos de un secado a una única temperatura 

para estudiar la evolución estructural y funcional de las cápsulas durante este proceso. Una 

vez que las cápsulas alcanzan aproximadamente un contenido de agua de 70 % (b.h) ocurre 

una transformación irreversible en su estructura como se evidencia en los cambios en la 

dispersión por SAXS, en la reducción de los macro- y mesoporos y en los tiempos de 

relajación (T2). Desde el punto de vista funcional, este cambio en la estructura corresponde 

con un aumento brusco en la dureza y una pérdida considerable de la capacidad de sorción 

de agua, lo que podría impactar fuertemente las propiedades funcionales con el fin de 

desarrollar aplicaciones, que serán analizadas en el siguiente capítulo. 
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CAPÍTULO 6. 

 

 

Propiedades funcionales de las cápsulas de Ca(II)-alginato 

húmedas y secas, y sus potenciales aplicaciones 
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6.1 INTRODUCCIÓN 

 

En el capítulo 5 se secaron las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de tallo de 

alcaucil que habían sido optimizadas en los capítulos 2 y 4. Allí se realizó un análisis profundo 

sobre los cambios estructurales que ocurren al deshidratar esos sistemas en una estufa con 

corriente de aire. Se encontró que, al deshidratarse, la estructura de las cápsulas empieza a 

modificarse lentamente, hasta llegar a un punto de quiebre en el que su microestructura 

colapsa bruscamente, determinado por un apelmazamiento de las cadenas de alginato 

(observado mediante sus parámetros microestructurales característicos), lo que deviene en 

una pérdida de propiedades funcionales como su elasticidad (aumento de fuerza), su 

capacidad de adsorción de agua y la movilidad de los protones. Además, se demostró que la 

temperatura a la cual ocurre la deshidratación tiene un impacto en las propiedades 

morfológicas y de agua (contenido y actividad) de las cápsulas deshidratadas. Esos hallazgos 

permiten entonces completar el análisis exhaustivo sobre las propiedades estructurales, 

fisicoquímicas y funcionales tanto de cápsulas húmedas como deshidratadas. Estos sistemas 

de cápsulas húmedas y deshidratadas se concibieron como ingredientes funcionales para ser 

aplicados en alimentos ya que se ha demostrado que los extractos de alcaucil son efectivos 

como ingredientes en una gran variedad de alimentos y aportan múltiples efectos beneficiosos 

(Ayuso et al., 2024). A pesar de esto, no existen muchos trabajos sobre la encapsulación de 

extractos de alcaucil (Bittencourt et al., 2023; Gavini et al., 2005; Umaña et al., 2021). El 

trabajo en este capítulo representa entonces el último paso en la optimización del proceso 

holístico de producción de estos sistemas discutido en esta tesis; desde la recuperación de 

los compuestos bioactivos de subproducto de alcaucil hasta su preservación en las cápsulas 

de Ca(II)-alginato para obtener alimentos funcionales listos para su uso. Con esta perspectiva, 

entonces, en este capítulo se buscó estudiar los efectos de la deshidratación en las 

propiedades bioactivas de las cápsulas y su efecto en una digestión-fermentación in vitro con 

particular enfoque en sus procesos y etapas de liberación, así como en su efecto en la síntesis 

de ácidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus siglas en inglés). Por otro lado, se midió 

la liberación de los compuestos bioactivos en 4 medios simulados de alimentos para evaluar 

potenciales pérdidas de bioactivos hacia los alimentos y se buscó optimizar esa liberación 

mediante el secado. Además, se estudió la microestructura de todos estos sistemas 

deshidratados luego de la digestión in vitro y de la liberación. Para todo esto, se utilizaron 3 

sistemas de cápsulas cargadas con el extracto de tallo (capítulo 1), formuladas según la 

optimización del capítulo 4 y secadas como fuera descripto en el capítulo 5. Se eligieron las 

cápsulas húmedas y deshidratadas a dos tiempos de forma tal de tener dos situaciones luego 

del punto de quiebre del colapso, buscando modular la estabilidad y liberación de los 
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bioactivos. Por último, estas cápsulas se introdujeron en distintos alimentos, seleccionados 

en base a los ensayos anteriores, para realizar un análisis sensorial exploratorio. 

 

6.1.1 Protección de los compuestos bioactivos en cápsulas de 

Ca(II)-alginato durante el secado 

 

En el capítulo anterior se discutió el secado como método de preservación de las cápsulas 

de Ca(II)-alginato cargadas con el extracto de tallo de alcaucil. Si bien en ese trabajo se 

estudiaron temperaturas de secado que según la literatura (ElGamal et al., 2023) son 

adecuadas para la preservación de los compuestos bioactivos encapsulados, es crucial hacer 

una evaluación del contenido total de compuestos fenólicos y de la actividad antioxidante 

remanente luego de dicho proceso. Skendi et al. (2023) estudiaron la destilación de aceites 

esenciales de cuatro plantas aromáticas (orégano, satureja, romero y salvia) ricas en en 

compuestos fenólicos, y aplicaron diversos métodos de secado (calentamiento por 

microondas, radiación infrarroja, calentamiento por horno, secado al sol, secado a la sombra 

y liofilización). El calentamiento por horno (el más similar al proceso empleado en este 

capítulo) mostró que el aumento o disminución de la cantidad de compuestos fenólicos y de 

la capacidad antioxidante es dependiente de la especie.  

 

6.1.2 Liberación de los compuestos bioactivos en medios 

simulados de alimentos 

 

Existe una extensa bibliografía que trata la liberación de sustratos inmovilizados en matrices 

de Ca(II)-alginato (Abourehab et al., 2022) y sus procesos cinéticos y mecanismos de 

liberación están bien comprendidos tanto para drogas (Rezk et al., 2019) como compuestos 

bioactivos (Llive et al., 2019). En general, los trabajos que estudian la liberación de 

compuestos bioactivos lo hacen en condiciones gastrointestinales (Li et al., 2021), ya que se 

busca entender en que parte del tracto gastrointestinal se liberan (o pierden) los compuestos 

bioactivos, o bien en soluciones acuosas a distintos pHs, valores de fuerza iónica u otras 

variables (Benbettaieb et al., 2021) para comprender teóricamente estos mecanismos y 

extrapolar a otras condiciones y sistemas. Específicamente cuando se realizan estudios sobre 

el desempeño de las cápsulas en el tracto gastrointestinal una vez ingeridas, se infiere que 

las cápsulas serán consumidas tal cual y muchas veces se pasan por alto los procesos que 
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estas sufren antes de su consumo, como cambios que puedan sufrir dentro de la matriz de 

los alimentos. De hecho, el uso más extendido de las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas 

con compuestos bioactivos es como ingredientes funcionales y no per se (Aguirre-Calvo et 

al., 2022), principalmente porque su aceptación en consumidores es mucho más alta de esta 

manera. Es por este motivo que resulta crucial evaluar cómo se comportan los compuestos 

bioactivos encapsulados en distintos tipos de alimentos ya que pueden difundir hacia ellos y 

liberarse de las cápsulas. Esto es indeseable ya que se ha encontrado que los compuestos 

bioactivos encapsulados muestran mejor bioaccesibilidad comparados con aquellos libres en 

solución o en los alimentos mismos (Aguirre-Calvo et al., 2022; Sahin et al., 2023).  

 

Por otro lado, existe bibliografía sobre la liberación de compuestos fenólicos en medios 

simulados de alimentos, pero generalmente se estudia desde films u otras matrices 

gelificadas (Silva de Farias et al., 2021; Bennettaieb et al., 2021) para desarrollar 

empaquetamientos inteligentes que protejan al alimento o en general que liberen sus 

bioactivos. Debido a la naturaleza de estas matrices y las propiedades que deben tener para 

actuar como barreras protectoras, no se suelen estudiar estos sistemas deshidratados. Todos 

estos motivos hacen que no existan muchos trabajos sobre la liberación de compuestos 

bioactivos desde cápsulas deshidratadas hacia matrices alimenticias. Esto abre una 

posibilidad de investigación para lograr comprender mejor el comportamiento de cápsulas de 

Ca(II)-alginato cargadas con extractos bioactivos en distintas categorías de alimentos. Por 

consiguiente, este estudio permite tener más herramientas para optimizar los sistemas 

cápsulas-alimentos en función de la preservación de los compuestos encapsulados y priorizar 

así su bioaccesibilidad. En la Tabla 6.1 se muestran los 4 medios simulados de alimentos con 

sus respectivos alimentos modelo.  

 

La liberación de una gran variedad de compuestos encapsulados en sistemas de Ca(II)-

alginato, tanto húmedos como secos, se ha modelado matemáticamente para entender 

cuáles son los mecanismos de liberación que actúan en cada caso (Abubakr et al., 2009; 

Santagapita et al., 2011; Llive et al., 2019; More et al., 2024). Se ha encontrado, en sistemas 

similares a los analizados en este trabajo, que la liberación de compuestos bioactivos 

encapsulados en cápsulas de Ca(II)-alginato ocurre mediante procesos de liberación por 

difusión (de Fick) o relajación (Santagapita et al., 2011; Lopez-Sanchez et al., 2018). Entre 

los tantos modelos que existen para explicar la liberación en distintas configuraciones de 

analito/matriz encapsulante/medio de liberación que prevén difusión Fickiana, el modelo de 

Korsmeyer-Peppas (semiempírico), el modelo de Peppas-Sahlin y el modelo de Kopcha 

resultan particularmente adecuados para el estudio de bioactivos encapsulados en sistemas 
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de Ca(II)-alginato (húmedos y deshidratados) (Llive et al., 2019; More et al., 2024). Estos 

modelos serán detallados en materiales y métodos.  

Tabla 6.1. Medios simulados de alimentos con sus respectivas composiciones y alimentos 
representativos. 

MEDIO  COMPOSICIÓN DESCRIPCIÓN  ALIMENTOS MODELO  

A  Etanol 10 % (v/v) 
 Alimentos de carácter 

hidrofílico  

Miel, jarabes, melazas, frutas peladas o 
cortadas, vegetales procesados, pescados y 

mariscos frescos, carnes frescas y 
procesadas, salsas  

B  
Ácido acético 3 % 

(v/v) 

Alimentos de carácter 
hidrofílico con pH por 

debajo de 4,5  

Aguas, Jugos, sidras, limonadas, infusiones, 
bebidas energizantes, néctar, frutas en 
forma de puré o conserva, pescados y 
mariscos en medios acuosos, carnes 

preservadas en medios acuosos, yogurt, 
vinagre, extractos ácidos  

D1  Etanol 50 % (v/v) 

 Alimentos de carácter 
lipofílico. Alimentos 

alcohólicos con contenido 
de alcohol superior a 20 
%. Emulsiones aceite en 

agua.  

Fruta y verdura procesada en medios 
alcohólicos, carne procesada, huevos 
enteros, yemas, claras, leche, yogurt, 
cremas, quesos procesados blandos y 

untables  

D2  Etanol 95 % (v/v) 

 Alimentos lipídicos con 
lípidos libres en superficie. 

Emulsiones agua en 
aceite.  

Aceites y grasas, manteca, margarina, 
panificados, pastelería y confites con 
superficies grasas, chocolates, fruta y 

verdura procesadas en aceites, frutos secos 
en forma de pasta, carnes marinadas en 

aceite, quesos en medios aceitosos, 
alimentos fritos, salsas en aceite, cacao en 

pasta, aderezos en medios aceitosos 

 

 

6.1.3 Digestión in vitro y bioaccesibilidad 

 

Se denomina digestión a los procesos de transformación de los alimentos en moléculas más 

pequeñas para que logren atravesar la membrana plasmática, por vía mecánica o química, 

siendo dirigidas por el aparato digestivo para su correcta absorción (Aguirre-Calvo et al., 

2021). Para el diseño de alimentos funcionales, resulta importante estudiar este proceso ya 

que en última instancia determinará si la ingesta de los compuestos bioactivos, 

independientemente de las cualidades intrínsecas que puedan tener, es efectiva y los 

compuestos logran ser efectivamente aprovechados. En general, el primer abordaje de este 



   

 

174 

 

tipo de estudio en formulaciones novedosas se realiza in vitro debido a que los ensayos 

clínicos resultan largos y costosos además de tener implicancias éticas (Minekus et al., 2014; 

Yoo & Chen., 2016). Estos modelos in vitro resultan valiosos para imitar las condiciones 

fisiológicas que ocurren en el tracto gastrointestinal humano y son utilizados en diversos 

campos de investigación (nutrición, farmacología, ciencia de alimentos, entre otros). Desde 

el punto de vista del desarrollo de ingredientes funcionales a base de sistemas encapsulados, 

estos ensayos proveen información crucial sobre el recorrido y destino final de los sustratos 

encapsulados para efectivamente entender cuáles de ellos son absorbidos por el sistema 

digestivo (bioaccesibilidad) y cuáles de ellos son realmente absorbidos y metabolizados por 

el organismo, llegando al plasma sanguíneo y produciendo los efectos buscados 

(biodisponibilidad). 

 

Generalmente, los métodos de digestión simulada involucran una fase oral, una fase gástrica 

y una fase intestinal; en algunos casos, además, se completan con una fermentación del 

intestino grueso. Para simular las condiciones fisiológicas, estos métodos incluyen enzimas 

digestivas y sus concentraciones adecuadas, pH, tiempo de digestión y concentraciones de 

sal, entre otros factores (Aguirre-Calvo et al., 2021). En este trabajo se siguió una adaptación 

de la técnica descripta por Minekus et al. (2014) para las cápsulas deshidratadas y ese mismo 

método sumado a una fase fermentativa adaptada de Pérez-Burillo et al. (2018) y Molino et 

al. (2018) para las cápsulas húmedas. Estos métodos pertenecen al modelo INFOGEST 

(Minekus et al., 2014) que fue planteado sobre la base de un consenso internacional para 

poder ser empleado con equipamiento de laboratorio convencional y con técnicas fáciles de 

seguir. Es un diseño de digestión estática que usa relaciones fijas de alimento-fluido digestivo 

y pHs constantes para cada paso de la digestión. Además, las concentraciones de electrolitos, 

enzimas, pH, diluciones y tiempos están basados en amplia evidencia fisiológica. 

 

Diversos estudios demuestran que una alta concentración de compuestos fenólicos en 

alimentos no garantiza que presenten una alta biodisponibilidad (Manach et al., 2004). La 

combinación de estos modelos de digestión in vitro con los ensayos de contenido total de 

fenoles o capacidad antioxidante (descriptos en el Capítulo 1) para las fracciones digeridas 

se han sugerido como un primer abordaje que podría predecir con cierto grado de efectividad 

la actividad antioxidante in vivo de los alimentos (Saura-Calixto & Goñi., 2006; Aguirre-Calvo 

et al., 2022). Existen tres factores que pueden llegar a reducir la biodisponibilidad: una pobre 

absorción en el intestino, la tendencia a metabolizar los bioactivos rápidamente a formas 

menos disponibles y la rápida eliminaci·n del tracto gastrointestinal (DôArchivio et al., 2010).  
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Por otra parte, es fundamental tener en cuenta que las sustancias bioactivas y los metabolitos 

formados después de la fermentación por la microbiota intestinal pueden ejercer su actividad 

antioxidante in situ y de manera directa o bien ser absorbidos en las regiones inferiores del 

colon produciendo efectos beneficiosos sobre ese anfitrión (Kaczmarczyk et al., 2012). Entre 

los metabolitos producidos, se destacan los ácidos grasos de cadena corta (SCFAs, por sus 

siglas en inglés). 

 

6.1.4 Fermentación y ácidos grasos de cadena corta (SCFA) 

 

La fermentación implica diversas reacciones y procesos que producen energía para el 

crecimiento y mantenimiento microbiano y de otros metabolitos para mantener la salud del 

colon (Tremaroli & Backhed, 2012). Los principales productos finales de la fermentación 

colónica son los SCFAs, algunos gases (como CO2, CH4 y H2) y calor (Rau et al., 2018). La 

fermentación bacteriana con polisacáridos (como el alginato) da como principales metabolitos 

a los SCFAs. El ácido acético, el ácido propiónico y el ácido butírico son los productos finales 

clave de la fermentación colónica y se ha reportado que estos SCFA presentan ciertas 

propiedades beneficiosas para la salud como riesgo reducido de cáncer (Shuwen et al., 2019), 

riesgo reducido de enfermedad cardiovascular (Chambers et al., 2018) y alivio del síndrome 

de intestino irritable (So et al., 2020). La cantidad y la abundancia relativa de SCFAs se utilizan 

como biomarcadores de un estado saludable ya que pueden proporcionar energía a los 

colonocitos y bacterias residentes, reducir el pH luminal gastrointestinal para limitar el 

crecimiento de patógenos, mejorar la absorción de minerales y promover la excreción de 

ácidos biliares (Aguirre-Calvo et al., 2022; Alexander et al., 2019). La acción de los SCFAs 

además no está limitada a los confines del colon, sino que se ha demostrado que pueden 

llegar al cerebro y modular ciertas funciones autónomas allí (Koh et al., 2016). 

Adicionalmente, la interacción de los SCFA con las distintas vías intestino-cerebro puede 

tener efectos en la emoción, cognición y fisiopatología de los trastornos cerebrales (Silva et 

al., 2020). En este trabajo se estudió cuantitativamente la formación de los 3 SCFA (ácidos 

butírico, propiónico y acético) luego de la fermentación del extracto optimizado en el Capítulo 

1 y de cápsulas húmedas de Ca(II)-alginato cargadas con el extracto optimizadas en el 

Capítulo 4. Además, se midieron las concentraciones de ácido láctico y ácido succínico, que 

si bien no son SCFA, son utilizados como sustrato para su la producción de SCFA 

(Markowiak-Kopec & Slizewska, 2020). 
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6.1.5 Alimentos funcionales y sistemas modelo para la 

incorporación de cápsulas de Ca(II)-alginato 

 

El concepto de ñalimento funcionalò se introdujo en Jap·n en la d®cada de los 80 como una 

herramienta para mejorar la salud de los seres humanos. Luego se acuñó además el término 

alimento saludable para representar el mismo concepto. Hoy en día, esta descripción tiene 

variaciones según el contexto y lugar, pero todas coinciden en que el consumo de estos 

alimentos de manera sostenida, generan efectos beneficiosos en la salud (Domínguez Díaz 

et al., 2020). Los alimentos funcionales están pensados para que cualquier persona pueda 

beneficiarse de ellos, sin embargo, aquellos individuos más a riesgo de tener dietas 

incompletas o alguna carencia de micronutrientes, como fue discutido en el Capítulo 1, se 

beneficiarían particularmente. La definición más extendida de alimentos funcionales 

contempla que estos alimentos puedan ser naturales o procesados y que contengan 

compuestos biológicamente activos y sean eficaces para promover la salud y el bienestar 

más allá de las necesidades puramente dietéticas. En este sentido, el procesamiento de los 

alimentos discutido en esta tesis emplea métodos y reactivos/ingredientes que se alinean con 

los principios de la química verde y se justifican con el propósito de conseguir ingredientes 

funcionales que mejoren la calidad de vida de las personas. La introducción de cápsulas de 

Ca(II)-alginato se ha reportado satisfactoriamente en alimentos listos para su consumo, tanto 

por su respuesta antioxidante como por su aceptación en consumidores (Aguirre Calvo et al., 

2022). Bajo esta premisa y considerando todos los resultados obtenidos en esta tesis, se 

plantearon algunos sistemas de cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con extracto de tallo de 

alcaucil, tanto húmedas como deshidratadas, como potenciales alimentos funcionales en una 

variedad de alimentos. 

 

6.2 OBJETIVO 

 

El objetivo del trabajo desarrollado en este Capítulo fue evaluar la deshidratación como 

estrategia para modular la estabilidad y liberación de los bioactivos. Para ello, se estudió la 

estabilidad de los bioactivos de tallo de alcaucil en cápsulas de Ca(II)-alginato optimizadas y 

deshidratadas previamente (Capítulos 1, 4 y 5) y la liberación de estos en cuatro medios 

simulados de alimentos, explorando alimentos hidrofílicos, hidrofílicos ácidos y alimentos de 

carácter lipofílico o con lípidos libres. Además, se analizó en detalle la microestructura antes 

y después de la exposición a cada medio y se estudió el comportamiento de los bioactivos en 



   

 

177 

 

digestión-fermentación in vitro. Finalmente, según los resultados obtenidos, se formularon 

algunos alimentos con las cápsulas a modo de exploración. 

 

6.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.3.1 Materiales 

 

6.3.1.1 Deshidratación de las cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con 

extracto de tallo de alcaucil 

 

Se sintetizaron cápsulas de Ca(II)-alginato cargadas con el extracto de alcaucil como fuera 

optimizado en el Capítulo 4. Los sistemas deshidratados se consiguieron secando a 45 °C 

con el método de secado descripto en el Capítulo 5, sección 5.3.1.2. Se utilizaron los tiempos 

de secado adecuados para conseguir un sistema de cápsulas deshidratadas con un W.C. b.h 

de 45 % y otro con un W.C. b.h de 20 %. 

 

6.3.2 Métodos 

 

6.3.2.1 TPC y capacidad antioxidante de los sistemas deshidratados de 

Ca(II)-alginato 

 

El contenido total de fenoles totales (TPC), la capacidad antioxidante frente al radical ABTS.+ 

(ABTS) y el poder de reducción férrico (FRAP) se midieron según los protocolos descriptos 

en el Capítulo 4, sección 4.3.2. Como descripto en esa misma sección, se corrigieron los 

resultados por volumen una vez disueltas las cápsulas teniendo en cuenta los diámetros 

(medidos por análisis de imagen digital) y W.C. b.h de los sistemas húmedos y deshidratados. 

Las cápsulas deshidratadas se disolvieron en 165 µL de una solución acuosa de citrato de 

sodio 8 % (m/v), bajo oscuridad y agitación por 4 h. 
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6.3.2.2 Liberación de compuestos fenólicos en medios simulados de 

alimentos 

 

Para estudiar la migración de los compuestos fenólicos encapsulados en los sistemas 

húmedos y deshidratados de Ca(II)-alginato, se realizaron ensayos de liberación en 4 medios 

simulados de alimentos con un método adaptado de la guía técnica para el análisis de 

sustancias en contacto con alimentos de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 

(EFSA, por sus siglas en inglés). Los 4 medios de liberación fueron: Medio A ï etanol 10 % 

(v/v), representativo de alimentos de carácter hidrofílico; Medio B - ácido acético 3 % (v/v), 

representativo de alimentos hidrof²licos §cidos (pH Ò 4,5); Medio D1 ï etanol 50 % (v/v), 

representativo de alimentos alcohólicos, lipofílicos y de emulsiones aceite en agua; Medio D2 

ï etanol 95 % (v/v), representativo de alimentos lipofílicos y emulsiones agua en aceite. En la 

Tabla 6.1 se muestran alimentos modelo para cada uno de los medios simulados de 

alimentos. El ensayo de liberación se realizó de la siguiente manera: brevemente, se tomaron 

20 cápsulas de cada uno de los sistemas y se introdujeron en un vial. Se agregó 1 mL de la 

solución del medio simulado bajo agitación magnética. Se tomaron alícuotas de 50 µL en 

intervalos de tiempo definidos agregando al mismo tiempo 50 µL de medio simulado fresco al 

vial para mantener el volumen constante durante todo el ensayo. Se tomó una alícuota de 50 

µL inmediatamente luego de agregar el volumen inicial de medio simulado de alimento en el 

vial; esta muestra fue considerada como el tiempo 0. Los viales permanecieron protegidos de 

la luz y tapados durante toda la duración del ensayo. Una vez finalizado, las cápsulas fueron 

recuperadas, secadas superficialmente y guardadas a 4 ± 1 °C para su posterior estudio. 

Todos los ensayos de liberación se realizaron por duplicado utilizando dos viales 

independientes. Se midió luego el contenido total de fenoles para las alícuotas de muestra 

tomadas durante el ensayo con el método para TPC (explicado en la sección 4.3.2) para 

determinar la cantidad de compuestos fenólicos liberada en cada tiempo. Ese ensayo se 

realizó por triplicado. Además, se midió con el mismo método y por triplicado el TPC para los 

sistemas de cápsulas previo a la liberación. Este valor se consideró como la dosis a tiempo 

infinito sobre la base de la cual luego se calculó el porcentaje de liberación a cada tiempo. 

 

6.3.2.3 Modelos de liberación 

El mecanismo de liberación de los tres sistemas de cápsulas estudiados en los cuatro medios 

simulados de alimentos se analizó con tres modelos matemáticos distintos (Bruschi, 2015): 
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Modelo semiempírico (Korsmeyer & Sahlin) 

Se utilizó la ecuación 6.1 para ajustar los valores de liberación en función del tiempo, donde: 

(Mt/MŬ*100) representa la fracción de mg equivalentes de ácido gálico liberados a tiempo t 

sobre la cantidad máxima de mg equivalentes de ácido gálico que se liberarían a un tiempo 

infinito (la cantidad máxima extraíble), en porcentaje; k es una constante relacionada a 

cambios estructurales y características geométricas (porosidad, tortuosidad) de la matriz y los 

ingredientes activos; n es el exponente de transporte que indica el tipo de mecanismo de 

liberación involucrado. 

 

Mt/MÐ*100= k*tn                                                                                                                                               (6.1)  

 

 

Modelo de relajación-difusión (Peppas & Sahllin) 

Se utilizó la ecuación 6.2 para ajustar los valores de liberación en función del tiempo, donde: 

(Mt/MŬ*100) es la fracción liberada como explicado arriba y Kd, Kr y m son constantes. El 

primer término representa la contribución difusional y el segundo representa la relajación de 

las cadenas poliméricas, pudiendo considerar ambos mecanismos actuando al mismo tiempo. 

 

Mt/MÐ*100=kd*tm+kr*t2m                                                                                                                                    (6.2) 

 

Modelo de Kopcha 

Se utilizó la ecuación 6.3 para ajustar los valores de liberación en función del tiempo, donde: 

A es el término relativo a la difusión y B aquel relativo a la erosión. De acuerdo a esta 

ecuación, si A/B = 1, el mecanismo de liberación incluye ambos principios y tienen la misma 

predominancia; si A/B > 1 entonces prevalece l difusión; si A/B < 1, predomina la erosión. 

 

Mt/MÐ*100 = A*t0,5 + B*t                                                                                                                                    (6.3) 

 

6.3.2.4 Evolución del tamaño de las cápsulas por análisis de imagen 

 

Se tomaron fotografías digitales (descripto en el Capítulo 2, sección 2.3.2.1) de al menos 5 

cápsulas húmedas y deshidratadas para todos los sistemas luego de su permanencia por 5 

h en los distintos medios simulados de alimentos (descriptos en la sección 6.3.2.2) y en un 

control de agua bidestilada. Se midió el diámetro de Feret y se calculó el porcentaje de 
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hinchazón o encogimiento de cada sistema respecto a un control de cápsulas no sometidas 

a ningún medio. 

 

6.3.2.5 Digestión-fermentación in vitro y determinación de SCFAs 

Digestión-fermentación in vitro 

Se siguió el protocolo descripto por Molino et al., (2018), basado en el modelo INFOGEST 

(Minekus et al., 2014) con ciertas modificaciones.  

Las cápsulas húmedas fueron sometidas a digestión-fermentación in vitro, analizando incluso 

las tres etapas de la digestión (en colaboración con Universidad de Granada), mientras las 

cápsulas deshidratadas fueron solamente analizadas por digestión in vitro para calcular la 

bioaccesibilidad de las muestras, sin realizar las determinaciones analíticas en la separación 

de etapas dado que se contaba con otro setup experimental. Estos protocolos contienen 

fluidos simulados cuya preparación se muestra en el anexo (Fig. A9-A10). La muestra de 

extracto para el análisis de digestión-fermentación fue liofilizada con 20 % (m/v) de trehalosa 

para su conservación previo al ensayo. Luego, el sistema del extracto fue reconstruido según 

su volumen inicial y masa luego de la liofilización y se agregó al ensayo una solución blanco 

de 20 % (m/v) de trehalosa en agua bidestilada. 

 

En resumen, para la fase oral se mezcló el fluido salival con las muestras en una relación 1:1 

y se incubó a 37 °C durante 2 min con agitación. A continuación, la fase salival fue mezclada 

1:1 con el fluido gástrico simulado con pepsina, ajustando su pH a 3,0 con solución de HCl 1 

N, con inmediata incubación a 37 °C durante 2 h. Finalmente, se mezcló la fase gástrica con 

el fluido intestinal simulado con sales biliares y pancreatina en relación 1:1, ajustando su pH 

a 7,0 con NaOH 1 N, y se incubó a 37 °C durante 2 h. Una vez finalizada la incubación, los 

tubos se enfriaron en agua helada para detener las reacciones enzimáticas. Los tubos luego 

se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C. Una vez separas las fracciones, 10 % de 

la fracción digerida (sobrenadante) se agregó al residuo sólido para imitar la fracción que no 

absorbe fácilmente después de la digestión. Este sólido húmedo se utilizó además para la 

etapa de fermentación. Para el ensayo sobre los sistemas húmedos en cada etapa, se 

realizaron todas las etapas descriptas independientemente. Los sistemas de cápsulas 

deshidratados fueron solo sometidos a estas etapas de la digestión y no se realizó la posterior 

fermentación; una vez finalizado este protocolo se midieron TPC, ABTS y FRAP como 

descripto en la sección 4.3.2. 
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Para el protocolo de fermentación, el residuo sólido digerido fue pesado (500 mg) y se le 

agregaron 7,5 mL de la solución final de fermentación (agua con peptona y resazaurina) más 

2 mL de inóculo (heces al 32 % en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 7). Se produjo una 

atmósfera anaeróbica burbujeando nitrógeno a través de la mezcla; se incubó a 37 °C durante 

20 h bajo agitación por oscilación. Inmediatamente finalizada la incubación, las muestras 

fueron sumergidas en hielo para detener la actividad microbiana, y se centrifugaron a 500 

rpm durante 20 minutos. Se recogió el sobrenadante considerado como una fracción soluble 

potencialmente absorbida después de la fermentación (fracción fermentada). Se midieron 

TPC, ABTS y FRAP con los protocolos descriptos en la sección 4.3.2. La Figura 6.1 

representa de manera esquemática todos los pasos descriptos en esta sección. 

 

 

Figura 6.1 Diagrama de la digestión-fermentación in vitro. SSF (fluido salival), OP (fase oral), 

SGF (fluido gástrico simulado), GP (fase gástrica), SIF (fluido intestinal simulado), IP (fase 

intestinal), FFS (solución final de fermentación). Tomado de Aguirre-Calvo, 2021. 

 

La bioaccesibilidad (cantidad de compuestos que se liberan durante la digestión y están 

disponibles para su absorción) se calculó según la ecuación 6.4 a partir de la fracción 

intestinal luego de la digestión donde BIOsob es el contenido de TPC/capacidad antioxidante 

de bioactivos del sobrenadante y BIOtot es el contenido de TPC/capacidad antioxidante de los 

bioactivos totales extraíbles de las cápsulas. 

 

Bioaccesibilidad (%) = BIOsob / BIOtot * 100                                                                          (6.4) 

 

 

 

 












































































































