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INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AEs) se caracterizan por sus propiedades antibacterianas,
antifungicas, antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes, por lo que podrian ser
utilizados como alternativa a tratamientos farmacolégicos (Tariq y col., 2019). Su directa
incorporacién en la formulacion de productos presenta una serie de inconvenientes asociados
a su hidrofobicidad, volatilidad y susceptibilidad al oxigeno y la luz (Delshadi y col., 2020).
Para sortear estos inconvenientes, los AEs deben ser encapsulados.

Diferentes métodos de encapsulacion han sido estudiados, destacandose los sistemas
micelares (SMs) por su originalidad y versatilidad. Los SMs se definen como sistemas
formados por agua, aceite y, por lo menos un compuesto tensioactivo, que se presentan
formando una solucién liquida simple, épticamente isotrépica y termodinamicamente estable.
En principio, se forman espontaneamente cuando los ingredientes adecuados se mezclan en
condiciones Optimas sin requerir excesiva energia mecanica. Sin embargo, en la practica a
menudo es necesario aplicar algun tipo de procesamiento (McClements, 2015). Una de las
ventajas de los SMs es que su tamafio nanométrico (10-100nm) permite su incorporacién en
la formulacién de diversos productos sin comprometer sus propiedades fisicoquimicas
(Lesmes & McClements, 2009).

La inocuidad de los SMs es el punto mas importante a considerar para su aplicacién en la
industria farmacéutica y/o alimenticia. En este sentido, se prefieren los tensioactivos no
ibnicos por su baja toxicidad e irritabilidad (ej. los polisorbatos o Tweens) (Chatzidaki y col.,
2019). Por otro lado, los cotensioactivos mas utilizados son los alcoholes alifaticos (ej. etanol,
isopropanol, etc.) y los polioles (ej. glicerol, polietilenglicol, etc.) ya que incrementan la
flexibilidad y movilidad de la pelicula interfacial, disminuyen la energia de enlace y regulan el
balance hidrofilico-lipofilico, favoreciendo la obtenciéon de SMs (Fanun, 2008).

OBJETIVOS

¢ Evaluar dos métodos de obtencién de SMs como nanoestructuras capaces de encapsular
AE de orégano (AEQO) y AE de tomillo (AET). El primer método consiste en la obtencién de
SMs con un proceso que involucra baja energia mecanica (SMs-1) y el segundo en el
desarrollo de SMs con un proceso basado en alta energia mecanica (SMs-2).

o Estudiar el tamafo de particula y la eficiencia de encapsulacién de SMs-1y SMs-2.
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e Evaluar y comparar la estabilidad de los SMs durante 30 dias de almacenamiento.
¢ Analizar la morfologia y la capacidad de solubilizacién de los SMs.

METODOLOGIA
Obtencién de SMs por el método basado en baja energia mecanica

Para la obtencién de SMs-1 se afiadieron 0,4g de una solucion de AE en etanol (50% p/p) a
soluciones acuosas con cantidades variables de Tween 80, dando lugar a relaciones de
Tween80/AE (SOR) de 0,05 a 1 p/p. Luego, las muestras se agitaron en vortex por 30s y se
almacenaron a temperatura ambiente (Sedaghat Doost y col., 2020).

Obtencion de SMs por el método basado en alta energia mecanica

Para la obtencion de SMs-2 se prepard una pre-emulsién con AE (5% p/p), etanol (5% p/p) y
Tween 80 (2,5% p/p), y se homogeneizé a 15000 rpm durante 5 min, usando un agitador de
alta velocidad. Luego se titularon alicuotas de la pre-emulsion en soluciones de Tween 80 (1%
p/p) para obtener SMs-2 con un rango de concentracion final de AE de 0,0125 a 3% p/p (Rao
& McClements, 2012).

Solubilizacién de AEO y AET en micelas de Tween 80

Luego de 24hs de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C), se determind la turbidez
de SMs-2 a 600nm por espectrofotometria. La capacidad maxima de solubilizaciéon (Csat) de
AE en las micelas de Tween 80 se definié como la concentracion de AE donde se interceptan
dos lineas rectas trazadas a partir de los datos de concentraciones de aceite relativamente
bajas y altas (Rao & McClements, 2012). Esta determinacién no pudo hacerse para SMs-1
debido a la heterogeneidad de los sistemas.

Tamano de particula

La distribucién de tamano de particula (PSD) se obtuvo mediante dispersion de luz dinamica
(DLS) empleando un equipo Zetasizer Nano ZS90. El didmetro hidrodinamico (d+) se obtuvo
de la curva Intensidad (%) vs diametro (nm). El tamano de particula se evaluo6 a los dias 1, 7,
14 y 30 de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C).

Eficiencia de encapsulacion (EE)

En primer lugar, se realizé una curva estandar de AE en n-hexano. Luego, para determinar la
EE se midio el AE libre y total. Para determinar AE libre se realiz6 una extraccion con n-hexano
y posterior medicion de absorbancia por espectrofotometria a 281nm para AEO y 273nm para
AET. Para determinar AE total, fue necesario romper la estructura micelar previamente, por lo
tanto, los SMs se mezclaron con metanol y se agitd 10 s en vortex. Luego, se procedio de
igual manera que para la determinacién de AE libre. La EE se calculo con la siguiente ecuacion

EE (%) _ AE TO:ZIT::ZLibTe % 100 (Eq. 1)

La EE se estudié al dia 1, 7, 14 y 30 de almacenamiento a temperatura ambiente (25°C).
Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Alicuotas de cada muestra se adsorbieron a una superficie de mica (1 cm?) mediante un



secado en camara de vacio a temperatura ambiente. La obtencién de imagenes de AFM se
realizé en modo “tapping” utilizando un microscopio Agilent 5400 (EE.UU.). Para procesar las
imagenes se utilizo el software Gwyddion 2.44.

Analisis estadistico
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se calcularon los promedios y las desviaciones
estandar. Las diferencias estadisticas se determinaron a través del analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) utilizando el software Stat Graphics Plus 3.0. Para ello se aplico la
prueba Tukey HSD con un 95% de nivel de confianza.

RESULTADOS
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Tamaio de particula

Los SMs-1 que encapsularon AET presentaron un dy que oscilé entre 28 y 59 nm a 1 dia de
almacenamiento, mientras que con AEO, el tamafo estuvo entre 24 y 68 nm. Por otro lado,
para ambos AEs y para todos los SOR se produjo un aumento significativo de tamafo de
particula después de 30 dias de almacenamiento (p<0.05).

Los SMs-2 al dia 1 de almacenamiento presentaron un dy que oscilé entre 8,5y 12,4 nm para
AET y entre 10,3 y 16,9 nm para AEO. Ademas, la mayoria de los SMs-2 cargados con AET
se mantuvieron estables durante el almacenamiento. Por otro lado, para SMs-2 que
encapsularon AEO, se observé que la mayoria de los sistemas no mostraron diferencias
significativas en el tamafio de particula durante 14 dias de almacenamiento (p>0.05).

Eficiencia de encapsulacion

La EE de los SMs-1 varié ampliamente con el SOR. En el caso de SMs-1 cargados con AET,
la EE mas baja fue de 20% para SOR 0,5, y la mas alta fue de 66% para SOR 0,1. Para SMs-
1 cargados con AEO, la variabilidad fue menor y los valores de EE encontrados fueron
mayores, entre 68 y 86%. Después de 30 dias de almacenamiento la EE de SMs-1
permanecio igual (p>0.05) o disminuy6 (p<0.05).

En cuanto a SMs-2 cargados con AET y AEO, se observaron valores de EE altos, alrededor
del 88% en todas las concentraciones probadas a 1 dia de almacenamiento. Después de 30
dias de almacenamiento, se observd un aumento significativo en la EE de la mayoria de SMs-



2 que contenian AET (p<0,05). Mientras que la mayoria de los SMs-2 que contenian AEO no
mostraron diferencias significativas en la EE durante el tiempo de almacenamiento (p>0.05).

Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Las imagenes topograficas de AFM de SMs-1 cargados con AEO y AET mostraron particulas
redondeadas con gran heterogeneidad, aglomeracién y tamafio variable. Por el contrario, en
el caso de los SMs-2 cargados con AEO y AET, se observaron particulas de menor tamafo,
distribucion homogénea y forma esférica.
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Figura 2. Imagenes topograficas de microscopia de fuerza atémica (AFM).
CONCLUSIONES

Como conclusion, el método que aplica alta energia mecanica resultd ser el mas eficiente en
términos de tamanio de particula, estabilidad en el tiempo y encapsulacién de AE. Este método
permitié obtener SMs estables de forma facil, rapida y con equipos altamente disponibles en
la industria. Por lo tanto, los SMs-2 constituyen una alternativa prometedora para la
encapsulacion de AEO y AET con el fin de explotar sus propiedades bioactivas para futuras
aplicaciones farmacéuticas y alimentarias.
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