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Resumen y Abstract IX

Resumen

Aportes al desarrollo de un producto microencapsulado a base de aceite esencial

de tomillo con posible aplicaciéon en produccidon avicola

El aceite esencial de tomillo (AET) ha sido propuesto y respaldado por diversas
investigaciones para su uso como promotor de crecimiento en pollos de engorde, sin
embargo, su aplicacion directa se dificulta debido a su inestabilidad asociada a su alta
volatilizacién y oxidacion. El objetivo de esta investigacion fue microencapsularlo
mediante secado por aspersion para mejorar sus propiedades farmacotécnicas y de
estabilidad, empleando como biopolimeros de recubrimiento a la goma arabiga (G), la
maltodextrina (M) y al almidéon de fiame succinatado (ANS). Se establecieron las
condiciones de emulsificacion y, mediante la aplicacion de un disefio estadistico
experimental (DEE), las de microencapsulacién. El AET fue identificado y cuantificado
por cromatografia de gases acoplada a espectroscopia de masas, sus componentes
mayoritarios fueron D-limoneno (45,65%), timol (18,26%) y p-cimeno (15,30%). El
guimiotipo identificado no coincidié con los reportados de Thymus Vulgaris, por lo cual se
nombré como quimiotipo D-limoneno. Las condiciones de obtencibn de las
microparticulas fueron: relacion aceite/biopolimeros 1:6, biopolimeros G/M/ANS, flujo de
nitrbgeno 601 L/h, flujo de aspiracion 32 m°h, flujo de alimentacion 3 mL/min y
temperatura de inyecciébn 138°C. Se caracterizaron las microcapsulas obtenidas en
cuanto a propiedades organolépticas, rendimiento del proceso (48,5%), eficiencia de
encapsulacion (87,47%), eficiencia de carga (78,83%), tamafio de particula (74,50 pm),
span (2,36), fluidez (baja) y morfologia (entre esférica y ovalada). El ensayo de
estabilidad evidencid la proteccién fisica que proporcioné la cubierta polimérica al AET
para disminuir su volatilizacion y las pérdidas presentadas podrian estar relacionadas con
la porosidad de la matriz y la posible degradacion de los componentes que hacen parte
del aceite. Se sugiere que este microencapsulado cumple con las propiedades
farmacotécnicas basicas para evaluar su posible aplicacion como promotor de

crecimiento en la produccion de pollos de engorde.



Palabras clave: aceite esencial de tomillo, promotor de crecimiento,

microencapsulacion, secado por aspersion, almidén modificado.



Contenido X

Abstract

Contributions to the development of a microencapsulated product based on thyme

essential oil with possible application in poultry production

Thyme essential oil (TEO) has been proposed and supported in different researchs for its
use as a growth promoter in broilers. However, its direct application is difficult due to its
instability related to its high volatilization and oxidation. The aim of this research was to
microencapsulate it by spray drying to improve its pharmacotechnical and stability
properties, using gum arabic (G), maltodextrin (M) and succinated yam starch (SYS) as
coating biopolymers. The emulsification conditions were established and, through the
application of an experimental statistical design (ESD), the microencapsulation conditions.
TEO was identified and quantified by gas chromatography coupled to mass spectroscopy;
its main components were D-limonene (45.65%), thymol (18.26%) and p-cymene
(15.30%). The identified chemotype did not coincide with those reported for Thymus
Vulgaris, and for that reason it was hamed the D-limonene chemotype. The conditions for
obtaining the microparticles were: oil/biopolymers ratio 1:6, G/M/SYS biopolymers,
nitrogen flow 601 L/h, aspiration flow 32 m?h, feeding flow 3 mL/min and temperature of
injection 138°C. The microcapsules obtained were characterized in terms of organoleptic
properties, process yield (48,5%), encapsulation efficiency (87,47%), loading capacity
(78,83%), particle size (74,50 um), span (2,36), fluidity (low) and morphology (between
spherical and oval). The stability test evidenced the physical protection provided by the
polymeric coating to the TEO to reduce its volatilization and the losses presented could
be related to the porosity of the matrix and the possible degradation of the components
that are part of the oil. It is suggested that this microencapsulate meets the basic
pharmacotechnical properties to evaluate its possible application as a growth promoter in

the production of broilers.

Keywords: thyme essential oil, growth promoter, microencapsulation, spray drying,

modified starch.
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Introduccidén

La industria avicola es un sector de gran importancia en el pais y en el mundo, gracias al
cual disponemos de alimentos que son incluidos con alta frecuencia y proporcion en
nuestra nutricion, como la carne y los huevos de pollo. Desde 1950, esta industria ha
utiizado aditivos promotores de crecimiento, principalmente antibioticos, en la
alimentacion de pollos de engorde con el fin de incrementar la productividad y
competitividad (1), dado que estos productos mejoran el estatus fisiolégico y nutricional
del ave (2).

Sin embargo, en el 2006 se prohibi6 completamente el uso de antibidticos como
promotores de crecimiento (APC) en Europa (3), de acuerdo con la directriz
EC/1831/2003, fundamentandose en los problemas de salud publica que actualmente se
presentan por causa de la resistencia de los patdgenos a los antibidticos y que, en este
caso, se favorece por resistencia cruzada y residuos en los tejidos (4). Se ha planteado
un horizonte en el que a nivel mundial se dé una prohibicion del uso de los APC; de
hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ya ha sentado esta posicion en el
Plan mundial sobre la resistencia antimicrobiana. En el objetivo cuatro de este plan,
propone a los estados miembros adoptar medidas para el abandono gradual del uso de
los antibidticos en el fomento del crecimiento de los animales y la proteccién de las
cosechas, en ausencia de un analisis de riesgos y la reduccién en el uso no terapéutico
de los medicamentos en la salud animal (5). Aunado a esto, las preferencias de los
consumidores de hoy en dia se encaminan hacia el uso de productos de origen natural,
ya que buscan poner en practica los conceptos ambientalistas y bajo el impulso de la
creencia que éstos ofrecen mayor seguridad y menor toxicidad que los productos de

origen sintético.



En Colombia, los APC son aprobados por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), y
hasta la fecha su Unica reglamentacién estd dada por la Resolucién 1966 de 1984 (6),
donde se permite el uso de estos antimicrobianos si no son utilizados en la
farmacoterapia humana ni para el tratamiento de enfermedades en la misma especie.
Cabe destacar que en la Imprenta Nacional de Colombia (7), se encuentra publicado el
proyecto de ley 104 de 2008 del Senado de la Republica, el cual en su articulo seis
planteaba como objetivo reducir gradualmente el nimero de antibiéticos usados en la
produccion pecuaria y, en un lapso no mayor a cinco afos, prohibir el uso de APC en las

granjas animales.

Debido a lo expuesto anteriormente, se visualiza que la reglamentacién en Colombia se
orientara a la prohibicion de estos productos. Se hace necesario, entonces, la
disponibilidad de alternativas en promotores de crecimiento, las cuales permitan
modificar la flora intestinal potenciando la ganancia de peso en las aves sin constituir un
riesgo de salud publica, ya que el no uso de éstos tiene consecuencias negativas tales

como la disminucion de la productividad e incremento de la aparicion de enfermedades

8).

Se han planteado y utilizado diversas alternativas a los antibidticos en la alimentacion
tales como acidos organicos, enzimas, pre y probibticos y especialmente hierbas y
productos a base de hierbas, como aceites esenciales. Diversos estudios han investigado
y respaldado la utilizacion de aceites esenciales como alternativa para la optimizacién de
la produccion de pollos de engorde (4), los cuales son catalogados como “generalmente
reconocidos como seguros (GRAS)” por la Agencia de Administracion de Alimentos y
Medicamentos FDA (9). Desde la antigledad, la humanidad ha utilizado las plantas con
fines terapéuticos para su aplicacion tanto en humanos como en animales, algunos de

estos efectos se dan por los compuestos que provienen de sus aceites esenciales.

El aceite esencial de tomillo, proveniente de la especie Thymus vulgaris, es conocido por
sus propiedades antimicrobianas (10), antifungicas (11), antioxidantes, antiinflamatorias,
entre otras; ha sido estudiado y propuesto como una interesante opcion de promotor de
crecimiento de tipo natural para aves de corral (12). No obstante, por sus caracteristicas
volatiles y susceptibilidad a la oxidacion, estas propiedades no pueden ser aprovechadas

en todo su potencial bajo el estado natural del aceite esencial (13).



Introduccién 3

El objetivo de este estudio fue microencapsular aceite esencial de tomillo utilizando como
material de recubrimiento una mezcla de biopolimeros, almidén de fiame modificado con
anhidrido octenil succinico (OSA), goma arabiga y maltodextrina, con el proposito de
proporcionarle proteccion frente a la oxidacion y evitar o disminuir la volatilizacién de sus
componentes permitiéndole asi la estabilidad requerida para su uso en la alimentacién de

pollos de engorde.

La presente investigacion hace aportes a una formulacion de aceite esencial de tomillo
con potencial uso como promotor de crecimiento, para la obtencién de microparticulas

mediante la técnica de secado por aspersion y su caracterizacion.



Objetivos

Objetivo general

Microencapsular aceite esencial de tomillo empleando biopolimeros que le confieran
propiedades farmacotécnicas y de estabilidad adecuadas para su uso potencial en la

alimentacion de pollos de engorde.

Objetivos especificos

Plantear un disefio estadistico experimental que permita seleccionar las condiciones del

proceso para la obtencion de los sistemas en estudio.

Evaluar las propiedades farmacotécnicas y de estabilidad de los sistemas obtenidos de

manera que sean adecuadas para su uso potencial en la alimentacién en pollos.



1. Aspectos tedricos

1.1 Produccidén avicola

La avicultura o produccion avicola es la practica de criar aves con un objetivo comercial,
el cual puede dividirse en dos grandes nichos: la venta de huevos y la venta de carne
(14). A nivel mundial, la produccion de carne de pollo ha experimentado un alto
crecimiento a través de los ultimos 50 afios. Segun estadisticas de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la produccion crecio de 7,5
millones de toneladas (mt) en 1961 a 92,8 mt en 2012, con un crecimiento promedio
anual de 4,9%, superando el consumo de la carne de res y logrando la segunda posicion
en produccién después de la carne de cerdo (15). En Colombia, la avicultura también ha
tenido un crecimiento constante, se aumentd la produccion desde 30 mil toneladas de
carne de pollo en 1961 a un poco mas de un millén en 2012, representando un
crecimiento del 7,1% promedio anual, incrementando el aporte del 7,0% en 1961 al
50,4% en 2012. (16).

Es importante anotar que actualmente la nutricidbn aviar estd encaminada a superar los
retos y dificultades de la produccion comercial industrial tales como rendimientos de
produccion en el menor tiempo y costo y la prevencion de enfermedades zoondéticas
como salmonelosis y campilobacterosis. Por tal razén, se ha buscado optimizar las
funciones del aparato digestivo como los procesos de digestion y absorcién de nutrientes,
la barrera intestinal, respuesta inmune y microflora a un minimo nivel de empleo de

nutrientes y alcanzando las necesidades de mantenimiento y productividad (8).
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tomillo con posible aplicacion en produccion avicola

1.2 Fisiologia del pollo

El pollo, nombre cientifico gallus domesticus, es una subespecie doméstica que procede
de la especie Gallus gallus (gallo rojo de la jungla) (17), es un ave gregaria la cual ha
sido utilizada durante siglos por el hombre como parte de su alimentacién, dadas las

facilidades para su cria y produccion en comparacion con otros animales.

El sistema digestivo de esta especie esta conformado por boca, eso6fago, buche,
proventriculo, molleja, intestino delgado, intestino grueso y cloaca (18). El transito del
alimento empieza en la boca y luego es conducido hacia el buche, cavidad donde se
mezcla con el mucus para su remojo. Seguidamente pasa hacia el proventriculo o
estdbmago glandular, donde el alimento es mezclado con &cidos gastricos. Luego éste
ingresa a la molleja, en la cual es triturado mediante la compresion con piedras de
carbonato de calcio o grits. Finalmente, el alimento continda el recorrido hacia el intestino
delgado, pasa luego al intestino grueso y desemboca en la cloaca. La velocidad de

digestion es rapida, se reporta una duracion entre tres y cinco horas (19).

1.2.1 Aspectos de lafisiologia aviar que influyen en el disefio de

los sistemas

Los pollos tienen un pobre sentido del gusto y del olfato, por lo cual, a la hora de comer,
se basan principalmente en lo visual; de esta manera, seleccionan el alimento por la

medida, el color y la forma de particula (17).

En cuanto a la preferencia por tamafio de particula, Moran sugiri6 que podria estar
relacionado con las dimensiones del pico y la forma mas cémoda de tomar el alimento;
debido a esto, la edad del pollo de engorde tendra influencia en la seleccion del tamafio
del alimento (20). Algunos investigadores han estudiado estos efectos, tales como Lott y
colaboradores, quienes concluyeron que los pollos recién nacidos no seleccionan las
particulas con un diametro geométrico medio (DGM) mayor de 1,19 mm, sino por el
contrario reducen el consumo (21). A su vez, Nir y colaboradores encontraron un DGM
adecuado de 0,7-0,9 mm para pollitos en dietas basadas en maiz, mientras que los pollos

adultos prefieren particulas superiores a 1,20 mm (22,23). Huang y De Beer reportaron
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preferencia por tamafios de particula entre 0,86 — 2,0 mm en pollitos de 1 a 14 dias de
edad, rechazando particulas inferiores a 0,86 mm (24). Aunado a la preferencia de los
pollos, se ha respaldado el uso de particulas groseras por favorecer el peristaltismo
digestivo y la utilizacion de nutrientes, mientras que las particulas pequefias pueden
causar atrofia de la molleja, cuya funcién es de trituracion (22).

En cuanto a la forma del alimento, diversos estudios respaldan la granulacién como la
mejor estrategia para mejorar la productividad, en comparacién con el material en polvo
(25-27). Lo anterior, debido a que reduce la seleccion y los residuos, mientras aumenta

la digestibilidad de los nutrientes y el consumo de pienso (28).

Cabe anotar que los APC son administrados con el alimento (29), mientras que para
administrar medicamentos la primera opcién es por el agua de bebida y secundariamente

en el alimento (30).

Por otro lado, se ha estimado que la absorcion del aceite esencial de tomillo podria darse
en el estdbmago y el intestino delgado proximal del pollo, con base en lo reportado en un
estudio de Michels y colaboradores sobre la degradacion in vitro y la cinética de paso in
vivo de carvacrol, timol, eugenol y trans-cinamaldehido a lo largo del tracto
gastrointestinal (TGI) en lechones, quienes concluyeron que estos compuestos se
absorbieron principal o casi completamente en el estbmago y en el intestino delgado
proximal después de la administracién oral (31). Por su parte, Ocelova y colaboradores
determinaron el contenido de timol en segmentos intestinales individuales (duodeno,
yeyuno, ileon, ciego y colon) de pollos de engorde después de cuatro semanas de
suplementacién dietética con diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo,
concluyendo que se da una absorcidn intensiva de timol en las secciones iniciales del
tracto digestivo (32). No se han reportado estudios sobre la cinética de paso de aceites
esenciales o sus compuestos en pollos a lo largo del TGI. Sin embargo, teniendo en
cuenta la rapida velocidad de digestion mencionada anteriormente (entre tres y cinco
horas) (19), se infiere que la concentracion liberada para el sistema propuesto debe
lograrse en un corto tiempo. Aunque en un principio se pretendia evaluar la liberacion de
los sistemas que se desarrollaron, por motivo de la pandemia por Covid-19 fue necesario

solicitar reajuste de objetivos eliminando de la tesis esta fase.
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1.3 Aditivos promotores de crecimiento

Un promotor del crecimiento o ergotrépico es definido como cualquier elemento que, al
ser incorporado en pequefas cantidades en la dieta, logra acelerar el crecimiento del
animal, reflejdndose en un aumento de su peso y talla, requiriendo menor tiempo y
comida para alcanzar el peso necesario para el sacrificio. En otros términos, es aquella
sustancia capaz de aumentar la velocidad de crecimiento, mejorar la conversion
alimenticia disminuyendo el consumo de alimento y disminuir la morbilidad y mortalidad
(33). Bajo esta aplicacion se utilizan antimicrobianos, enzimas, acidos grasos, hormonas,

probidticos, prebidticos y aceites esenciales o extractos de plantas.

Desde los afios cuarenta se descubrié que los antibiéticos podian mejorar el rendimiento
del crecimiento de las aves de corral y a partir de entonces han sido ampliamente

utilizados por la industria avicola (33).

Un antibiético promotor de crecimiento (APC) es aquel empleado en dosis bajas o
subterapedlticas en la alimentacion rutinaria del animal para destruir o inhibir bacterias,
mejorando la conversién alimenticia y la ganancia de peso y reduciendo la morbilidad y
mortalidad debido a enfermedades infecciosas (8). Se ha estimado que el promedio del
mejoramiento del crecimiento esta entre 4 - 8% y la eficiencia alimenticia entre 2 - 5%
(34).

Generalmente, los APC tienen un efecto predominante contra los microorganismos Gram
positivos, y se han propuesto varios modos de accion para su actividad; sin embargo, el
efecto mas reconocido es a través de un mecanismo metabélico antibacteriano (35). Las
hipétesis planteadas sobre sus mecanismos de accién son:

» Proteccion de nutrientes contra infecciones bacterianas.

= Mejor absorcién de nutrientes por la disminucion de la barrera del intestino delgado
(flora microbiana) o una pared intestinal mas delgada.

= Disminucion de la produccion de toxinas de las bacterias intestinales que deprimen el
crecimiento (amoniaco y acido l4ctico).

= Reduccion en la incidencia de infecciones intestinales subclinicas.
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»= Disminucion de procesos inflamatorios que generan gastos energéticos e
inmunoldgicos en el huésped.

= Aumento de la tasa de divisién celular de los enterocitos alterando la barrera intestinal,
favoreciendo la translocacién bacteriana e inhibiendo la maxima absorcion de nutrientes.

= Menor competencia por el uso de nutrientes con los microorganismos.

1.4 Restricciones y problemas asociados alos APC

El problema principal asociado al uso de los APC es la resistencia a los antibiéticos, la
cual ha sido ampliamente reportada por investigaciones cientificas. La resistencia a los
antimicrobianos es definida por la OMS como la capacidad que tienen los
microorganismos de impedir que los antimicrobianos actien contra ellos. En
consecuencia, los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las infecciones
persisten (5). Esta resistencia se deriva de un fendmeno evolutivo natural de los
microorganismos, ya que, al ser expuestos al antimicrobiano, los mas sensibles mueren y
sobreviven aquellos resistentes, estos transmiten los genes resistentes a su
descendencia. Debido a la variacién genética normal en las poblaciones bacterianas, los
organismos individuales portan mutaciones que hacen que los antibiticos sean
ineficaces, transmitiendo una ventaja de supervivencia a la cepa mutada (36). Dado que
muchos antibiéticos pertenecen a la misma clase de medicamentos, la resistencia a un
agente antibidtico concreto puede llevar a la resistencia a toda una clase conexa, es lo
gue se conoce como resistencia cruzada. Ademas, la resistencia que se manifiesta en un
organismo puede propagarse de forma rapida e impredecible, por ejemplo, mediante el

intercambio de material genético entre diferentes bacterias (37-39).

El uso de antibiéticos en la industria ganadera con fines productivos contribuye al
problema general de la resistencia a los antibidticos (40), constituyéndose en una
amenaza significativa, ya que los organismos resistentes a patégenos en los animales
estan listos para ingresar al suministro de alimentos y podrian diseminarse ampliamente
en dichos productos (41-46). Se han encontrado, por ejemplo, bacterias comensales en
productos cérnicos frescos, las cuales pueden ser reservorios para genes resistentes que

podrian transferirse potencialmente a organismos patdégenos en humanos (47,48).
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Adicionalmente, han reportado diferentes clases de compuestos antimicrobianos
(comunmente en concentraciones >100 ug/L) en lagunas de almacenamiento de
desechos porcinos y mdltiples clases de compuestos antimicrobianos en muestras de
aguas superficiales y subterraneas recolectadas cerca de las granjas avicolas y porcinas,
demostrando que los desechos animales utilizados como fertilizantes para cultivos

también son una fuente de residuos antimicrobianos en el medio ambiente (49,50) .

El Comité Suizo realizé el primer paso hacia el control del uso de APC en 1969. Este
organismo restringidé su empleo en ausencia de prescripciones veterinarias y en 1971
prohibié el uso sub-terapéutico de tetraciclinas y otros antibiéticos de amplio espectro en
las dietas para animales (8). En 1986, Suiza estableci6 la prohibicién parcial sobre el uso
de antibiéticos en granjas de animales y fue el primer pais en hacerlo. Se intensificaron
los argumentos en contra de los APC con las investigaciones sobre cepas multi-

resistentes de Staphylococcus a principios de los noventa.

En octubre de 1997, la OMS organiz6 una conferencia para considerar el "impacto
médico del uso de agentes antibacterianos en los animales destinados a la alimentacion”,
en la cual se reconocié la importancia de los agentes antibacterianos en los animales y
los beneficios de su uso. Por otra parte, se consideré la preocupacion sobre el impacto
en la salud publica y médica que podria generarse por el uso de los APC, aceptando que
la magnitud de este impacto seguia siendo desconocida. Finalmente, se recomendd que
los APC deberian eliminarse, principalmente si presentan alguna relacion posible con la
resistencia a los compuestos utilizados en la salud humana, que deberian revisarse las
practicas nacionales sobre el uso de agentes antibacterianos en animales, que la
resistencia deberia mantenerse bajo vigilancia y que se consideraran de forma activa las
alternativas a los antibiéticos promotores del crecimiento que no representaran riesgo a

la salud humana (35).

La Unién Europea (UE) prohibié la comercializaciéon y el uso de antibiéticos como
promotores del crecimiento en la alimentacién animal a partir del primero de enero de
2006. Desde entonces, el uso de antibidticos solo estd permitido con la prescripcion

veterinaria para aplicaciones directas o como alimento medicado, fundamentandose en
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las recomendaciones de la OMS, la FAO y la Organizacion Mundial para la Salud Animal
(51).

Estados Unidos ha prohibido un gran numero de antibiéticos tales como la avoparcina,
ardacina, espiramicina, tilosina, virginiamicina, carbadox y olanquindox, y aquellos que
son permitidos estan bajo estricta reglamentacién por parte de la FDA y el Departamento
de Agricultura de los Estados Unidos (USDA). En 2015, adoptaron el Plan de accién
nacional para combatir las bacterias resistentes a los antibiéticos con el objetivo de
reducir la propagacion de la resistencia a los antibiéticos a través de la administracion a

todos los niveles (52).

En la mayoria de los paises se han establecido niveles de tolerancia (T/SL) o niveles de
residuos maximos (MRL) de los antibidticos en los tejidos de animales destinados para el
consumo humano, bajo el concepto de que el farmaco puede ser usado sin riesgo en la
terapéutica humana. En el Codex Alimentarius se han establecido T/SL y MRL de
muchos antibi6ticos. Un pais puede establecer sus propios niveles o aceptar los del

Codex Alimentarius.

En Colombia, las regulaciones al respecto estan bajo responsabilidad del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA). La normatividad relacionada esta consignada en la
Resolucion 1966 de 1984 (6); al igual que muchos paises, se permite el uso de los APC
sélo si no son utilizados en la farmacoterapia humana, tampoco se permite para la
antibioticoterapia en la misma especie. No obstante, en el proyecto de Ley 104 de 2008
del Senado de la Republica se incluyé como objetivo “reducir gradualmente el nimero de
antibioticos usados en la produccién pecuaria y, en un lapso no mayor a cinco afos,
prohibir el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento en las granjas animales”
(7). Se puede deducir que el horizonte en Colombia sera migrar hacia regulaciones mas
exigentes hasta la prohibicion total del uso de APC, adoptando los lineamientos

internacionales de paises de alta regulacion.

No obstante, también se presentan consecuencias negativas por la prohibicion de los
APC sin reemplazo por alternativas, como las que se describen a continuacion (35):
» Efectos econdmicos dados los efectos negativos en la productividad. También

conlleva un gran esfuerzo en el ajuste de las dietas y las técnicas de gestion.
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» Efectos en la salud animal. La eliminacién de APC puede aumentar los problemas de
salud en pollos, por ejemplo, aparicion de enteritis necrética, y en cerdos donde la
mortalidad posterior al destete aumenta.

» Efectos ambientales. Se ha calculado que la eliminacién de los APC aumenta
sustancialmente la contaminacion ambiental debido al mayor numero de animales
necesarios para producir la misma cantidad de alimento.

= Efectos en el consumo de antibiéticos. La abolicién del uso de APC puede conducir a
una reduccién global en el uso general de agentes antibacterianos, no obstante, podria

presentarse un aumento del uso de antibiéticos terapéuticos.

Del impacto que tendria la abolicion total del uso de los APC en nuestro pais como el que
ha tenido en la UE, ha surgido la necesidad de proponer, disefiar y disponer de
alternativas a los APC que ofrezcan los mismos beneficios sin representar un riesgo para
la salud publica. Los investigadores han estudiado los aceites esenciales, enzimas

digestivas, pre y pro-biéticos, acidos organicos, entre otros (53-57).

1.5 Aceites esenciales como alternativa a los APC

Los aceites esenciales son sustancias liquidas, mezclas de compuestos volatiles,
aislados de plantas medicinales, de caracter lipofilico y con fuertes propiedades
aromaticas (58). Son sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios
ejerciendo funciones de defensa frente a organismos patdégenos, herbivoros e incluso
contra otras plantas (8). Asimismo, las protegen de procesos abiéticos que causan
estrés, como la desecacion y la radiacion ultravioleta y también sirven para atraer a
organismos beneficiosos como los polinizadores (59). Estos efectos son logrados gracias
a sus propiedades como antibacterianos, antioxidantes, antivirales, antifingicos e
insecticidas. Presentan una composicion quimica compleja pues derivan de la mezcla de
sustancias orgéanicas como hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
terpenos, entre otros, de peso molecular menor de 400 Da y presion de vapor

suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente (60).



Aspectos tedricos 13

Los aceites esenciales pueden contener entre 20 y 60 compuestos de diferentes
estructuras quimicas, los cuales pueden variar en su concentracion. Sus propiedades y
actividad bioldgica son atribuidas a los componentes mayoritarios (20-70%) (61), aunque
se considera que su bioactividad es debida al sinergismo de su diversidad bioquimica. Se
ha indicado que los terpenos son los componentes fundamentales de los aceites
esenciales, por ejemplo el timol, un monoterpeno derivado natural de fenol de cimeno,
isémero con el carvacrol, que se encuentra presente en cantidades significativas en el

aceite del tomillo (62).

Hay diversos métodos para la extraccion de aceites esenciales tales como la destilacion,
el ultrasonido, el empleo de grasas animales para absorber los compuestos volatiles
(enfleurage), el arrastre con vapor y fluidos supercriticos; son seleccionados segun las
necesidades y la relacion costo/beneficio (63). Las técnicas mas empleadas son métodos
de destilacién simple o fisicos, como la hidrodestilacion y la metodologia del arrastre por

vapor, ya que son de facil empleo y bajos costos de produccion (64).

Diversos investigadores han demostrado que los aceites esenciales poseen propiedades
antibacterianas, antimicéticas, antiparasitarias, insecticidas, antioxidantes,
antiinflamatorias (65), analgésicas, anticancerigenas, anticoccidiales y como promotores
de crecimiento (8). Otras actividades fisiolégicas comprenden funciones diuréticas y
endocrinologicas. Se ha indicado que los aceites esenciales pueden influir en el sistema

inmune mejorando la eficacia de los granulocitos y los macréfagos (4).

Los aceites esenciales constituyen una alternativa atractiva a los APC, se enmarcan
tanto en el perfil de la agricultura y la alimentacién actual, como en las tendencias del
consumidor moderno que considera los productos naturales mejores y mas seguros. Son
catalogados como “generalmente reconocidos como seguros (GRAS)” por la FDA 'y
respaldados por diversas investigaciones para su utilizacién como aditivos promotores de

crecimiento (4).

En comparacion con los APC, los aceites esenciales presentan la ventaja que, al ser
mezclas de compuestos en lugar de compuestos Unicos, es menos probable que se
manifiesten fendbmenos de resistencia (4). También se ha afirmado que las hierbas

aromaticas y los aceites esenciales mejoran el sabor y la palatabilidad de los piensos, lo



14 Desarrollo de un producto microencapsulado a base de aceite esencial de

tomillo con posible aplicacion en produccion avicola

gue se puede asociar con el incremento en la ingesta de alimento. Se ha evidenciado
gue los aceites esenciales y compuestos aromaticos pueden afectar favorablemente
funciones intestinales. Asimismo, presentan mejor biodegradabilidad comparados con
antibiéticos y conservantes quimicos disponibles en el mercado (62) .

No obstante, hay una marcada desventaja de los aceites esenciales respecto a los APC
debido a la variabilidad o heterogeneidad de sus compuestos y una menor capacidad
inhibitoria, lo que conlleva a suministrar dosis bastante elevadas, entre 10 y 100 veces la

dosis normal de un APC (3), lo cual no resulta rentable.

1.5.1 Mecanismos de accion de los aceites esenciales

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales no se atribuye a solo un mecanismo
debido a la diversa variedad de componentes quimicos presentes, se plantea que se da a
varios niveles en las células microbianas (66). Se ha sugerido que esta accion
antimicrobiana depende del caracter lipofilico o hidrofilico del aceite esencial. Se han
propuesto efectos bactericidas y bacteriostaticos (capsaicina, carvacrol, cinamaldehido,

eugenol, alicina, cineol, y curcumina) e incluso efectos coccidiostaticos (carvacrol) (67).

Se ha demostrado que los compuestos fenélicos pueden interferir con el metabolismo
celular a través de diversos mecanismos como complejo-sustrato, disrupcién de la
membrana, la inactivacion de las enzimas y la quelacién de metal (68). Estos grupos
poseen un anillo aromatico, un grupo hidroxilo y otros grupos, como el tertbutilo o el
isopropilo, que alteran la polaridad y la topografia de la molécula y por lo tanto pueden
cambiar la afinidad de la misma con sitios de unidn diferentes en la bacteria asi como la
hidrofobicidad y descripciones estéricas (tamafio molecular y forma) influyen en su
actividad antibacteriana (8). La disrupcion de las membranas contribuye al modo de
accion de los grupos fendlicos como el eugenol, carvacrol y el timol. A diferencia de
muchos antibiéticos, los constituyentes hidrofobicos de los aceites esenciales son
capaces de entrar en el periplasma de las bacterias Gram-negativas a través de las

proteinas de la membrana externa (69).
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Un modo de accion de los compuestos de aceites esenciales como antimicrobianos es el
rapido agotamiento de la reserva de adenosin trifosfato (ATP) intracelular reduciendo su
sintesis y, simultdneamente, promoviendo su hidrdlisis (4). Esto se lleva a cabo mediante
la reduccién del potencial eléctrico transmembrana, que es la fuerza impulsora de la
sintesis de ATP, lo que potencia la permeabilidad protdnica de la membrana, permitiendo
la fuga de iones, como potasio y fosfato, y provocando alteraciones de la presion
osmoética de las células (69-71). Asimismo, se han observado cambios en las
composiciones de &cidos grasos de las membranas celulares bacterianas a dosis

subletales de varios compuestos de aceites esenciales (72).

Otro modo de acciéon reportado es el del carvacrol, el cual previene la sintesis de
flagelina, causando que las células bacterianas sean afiladas y, por lo tanto, no motrices.
Debido a esto, las células son significativamente menos capaces de adherirse a las
células epiteliales, conllevando a que cepas potencialmente patégenas de las bacterias

no sean infecciosas (73).

Como modificadores digestivos, se han demostrado que los aceites esenciales utilizados
como aditivos para la alimentacion de los pollos de engorde pueden mejorar las
actividades de la tripsina y la amilasa en homogeneizados tisulares del pancreas, asi

como el contenido de quimo yeyunal (74—-76).

En cuanto a su actividad antioxidante, se fundamenta principalmente en los compuestos
fendlicos en el aceite esencial o en otras fracciones fitoquimicas, aunque algunas
sustancias no fenélicas también pueden mostrar un considerable antioxidante potencial
(4). Gracias a esta actividad, se contribuye a la proteccion de los lipidos de alimentacion
ante el dafio oxidativo. De igual forma, los aceites esenciales pueden afectar el
metabolismo de los lipidos en el animal: un suministro dietético de aceite de tomillo o
timol a ratas envejecidas mostré un efecto beneficioso sobre las enzimas antioxidantes
superdxido dismutasa y glutation peroxidasa, asi como sobre la composicion de acidos
grasos poliinsaturados en diversos tejidos. Se observaron mayores niveles de enzima y
concentraciones mas altas de acidos grasos poliinsaturados en fosfolipidos del cerebro

en los animales que recibieron el suplemento respecto a los controles no tratados (77).
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El mecanismo de la accion antioxidante de los aceites esenciales no se conoce con
seguridad. No obstante, se ha sugerido que el y-terpineno, presente en varios aceites
esenciales como el de tomillo, actia como antioxidante al retardar la peroxidacion del
acido linoleico, porque los radicales peroxilo formados a partir de éste (HOO-) reaccionan
rapidamente con los radicales peroxilo del &cido linoleico (8). Adicionalmente, se ha
demostrado que algunos aceites esenciales y sus fitoconstituyentes poseen la capacidad
de atrapamiento del cation-radical 2,2’-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-acido sulfénico)
ABTS+ y del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH igual o superior a la de

antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el trolox y el &cido ascorbico (78).

Se puede encontrar variacion en la composicion quimica de los aceites esenciales debido
a factores diversos como la especie, la época de la recoleccion, la edad de la planta al

corte, las condiciones geograficas, practicas agronémicas y el método de extraccion (64).

1.6 Aceite esencial de tomillo

El tomillo (Thymus vulgaris L.) es una planta que pertenece a la familia Lamiaceae. Es
una planta perenne, subarbusto o arbusto, a veces con forma herbacea pero lefiosa en la
base, y contiene numerosas ramas (79); intensamente aromatica; su tallo varia entre
erecto a postrado; posee hojas simples, enteras o algunas lanceoladas que miden entre
tres y ocho mm de largo; las flores estan dispuestas en racimos verticilos, son de color
blanco a pélido, tubulares y tienen el caliz de color rojizo vinoso, de una sola pieza, con la
garganta obstruida por pelitos blancos, dividido en dos labios. Es originaria del
Mediterraneo, ampliamente cultivada en clima montafioso, templado y subtropical de
América y el Caribe. Hay mas de 300 especies de este género que son nativas del sur de

Europay Asia (64).

Los principales componentes reportados de esta planta son timol (5-metil-1-2-isopropil
fenol) y carvacrol (5-isopropil-1-2-isopropil fenol), a los que se atribuyen sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, para el tratamiento de enfermedades respiratorias,

curacion de heridas, beneficios carminativos del estdbmago y caracteristicas vermifugas
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(74,80,81). Los extractos hidrofilicos de las partes aéreas secas de tomillo contienen
ingredientes biolégicamente activos, especialmente polifenoles: acido cafeico y sus
oligbmeros, flavonas, flavanonas, flavanonol (taxifolina), glucésidos de monoterpeno, y
glucésidos de fenol simples, arbutina, acetofenona glucésidos, compuestos de bifenilo y
polisacéarido acido (82,83).

La variedad verde del tomillo es reconocida como la medicina herbal y especia mas
popular utilizada en todo el mundo (84). El uso medicinal de Thymus vulgaris esta
indicado en casos de tos seca, tos ferina, bronquitis, laringitis, amigdalitis (como
gargaras), asma, infeccién urinaria, gastritis cronica, dispepsia y otras alteraciones
gastrointestinales. Se aplica externamente para infecciones fangicas, reumatismo, artritis,

amigdalitis e infecciones de las encias (85).

Los aceites esenciales volatiles del tomillo estan presentes en sus innumerables pelos
glandulares en diferentes formas, se evaporan cuando los pelos glandulares se dafian y

producen esencias concentradas que rodean a la planta (86).

Se ha comprobado la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli (87), Bacillus cereus, Proteus vulgaris,
Vibrio spp (88), Listeria monocytogenes, Propionibacterium acnes (89), Candida albicans
(90), Aspergillus spp., Alternaria spp., Fusarium spp. y Penicillium spp (10)(11); ademas,
actividad citotoxica en tres lineas celulares de cancer humano: células de carcinoma de
préstata humano (PC-3), carcinoma pulmonar humano (A549) y cancer de mama

humano (MCF-7), y significativa actividad antioxidante (91).

Se ha reportado que el tomillo tiene beneficios en la produccion de aves de corral
(57,92,93), lo cual es de esperarse dado la actividad antimicrobiana del tomillo. Estos
efectos se han reportado tanto solos como en combinacion con otros agentes. A
continuacion, en la Tabla 1-1 se mencionan algunos estudios que soportan el uso del
tomillo, sus partes y su aceite esencial como promotores de crecimiento en aves de
corral (84).
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Tabla 1-1: Investigaciones reportadas sobre el uso del tomillo, sus partes y su aceite

esencial como promotores de crecimiento en aves de corral.

Investigadores | Afio

de | Material

publicacién | estudiado

Conclusiones

Langhout (94) | 2000

Zeweil (95) 2003
Zhang et al. 2005
(96)

Bolukbasi et 2006
al. (97)

Cross et al. 2013
(98)

Ocak et al. (99) | 2008

Al-Kassie (100) = 2009

Aceite de tomillo

Flores de tomillo
(1 g/kg)

Aceite de tomillo

Aceite de tomillo
(200 ppm)

10 g/kg de hierba
(tomillo) o 1 g/kg
de aceite
esencial

Hojas de tomillo
(0.2%)

Aceite de tomillo
(100 - 200 ppm)

Mejora la digestion de nutrientes en
las aves de corral y la funcion
hepatica.

El peso corporal y la tasa de
conversion alimenticia de
codornices japonesas mejoraron.

Alternativa prometedora para los
promotores de crecimiento
antibioticos.

Mayor peso del cadaver caliente y
de las alas.

La inclusion de aceite de tomillo y
tomillo en hierba en la dieta tuvo
efectos positivos sobre el
rendimiento de los pollos.

Principales compuestos del aceite
esencial de tomillo son el timol y el
carvacrol, constituyendo el 20-55%.

Mejor ganancia de peso.

Aumento del consumo de alimento,
el peso corporal, asi como la tasa
de conversion alimenticia (FCR), el
porcentaje de alifio, higado,
corazon, molleja y disminucién de la
grasa abdominal. Concluyé que el
incremento del consumo de
alimento y del peso en pollos de
engorde se deben al timol vy
carvacrol, componentes principales
del aceite esencial del tomillo.
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Investigadores = Afio de  Material Conclusiones

publicacién | estudiado
El-Ghouseiny | 2009 Tomillo triturado | Aumento del peso corporal, el peso
Al-Beitawi (81) al1,502% vivo, el porcentaje de alifio, las

piernas, los pechos, las alas y los
porcentajes totales de partes

comestibles, mientras que
disminuia el consumo de alimento y
la mortalidad.
Toghyani etal. | 2010 Polvo de tomillo Aumento de la ganancia de peso
(201) (5 g/kg) corporal en pollos de engorde.
Mansoub (102) 2011 Polvo de tomillo | Aumento de la ganancia de peso y
(19/kg) la eficiencia de la alimentacion.
Al-Mashadani 2011 Aceite de tomillo  EI peso corporal vivo aumentd
et al. (103) (300 mg) solo o | significativamente en pollos de
con anis (300 engorde entre los 28 y los 38 dias
mg) de edad.
Fallah y 2016 Tomillo en polvo | Aumento del peso corporal, la
Mirzaei (104) (5 g/kg) y mezcla | ingesta de alimento y mejora la

de tomillo y | FCR de los pollos de engorde a los

curcuma en polvo | 42 dias de edad. Disminucion de

(2,5 g/kg cada | triglicéridos séricos, HDL y LDL, y

uno) mejora de produccién de
anticuerpos en pollos de engorde a
los 18 y 28 dias de edad.

En contraste, Sarica y colaboradores (2005) reportaron que no encontraron efecto
significativo sobre el rendimiento del crecimiento, la concentracion de colesterol
plasmatico total, el contenido de materia de las excretas, el peso relativo de algunos
6rganos internos (excepto los rasgos del intestino delgado), los rendimientos de canales
frios y calientes, y las concentraciones de bacterias aerdbicas totales y E. coli en el
intestino delgado con la adicién de un APC (flavomicina) y de dos aditivos naturales de
hierbas (tomillo y ajo) con y sin un complejo enzimatico basado en xilanasa en los pollos
de engorde. Sugirieron que bajo condiciones limpias y desinfectadas de desafio
bacteriano minimo y en jaulas de alambre individuales es posible una reduccion de la

eficacia de cualquier aditivo alimentario y que estos efectos beneficiosos de los
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promotores de crecimiento pueden observarse en condiciones de vivienda menos

higiénicas y cuando se incluyen niveles mas altos de trigo en las dietas (105).

Asimismo, Haselmeyer (2015) estudié el efecto del timol en cuatro concentraciones de
0.1, 0.2, 0.3y 1.0% como aditivo para alimento en pollos de engorde. No se observé una
diferencia significativa en el rendimiento durante todo el periodo de crecimiento (35 dias).
Con altos niveles dietéticos de hierba de tomillo, las concentraciones de timol
aumentaron en el contenido intestinal y el plasma, pero fueron muy bajas en tejidos

comestibles como el higado y la pulpa (106).

Por otra parte, es importante resaltar que los factores geo-climaticos y el tipo de suelo
pueden dar origen a diferentes quimiotipos de la planta, de los cuales se obtendran
aceites esenciales con variaciones en cuanto a su composiciéon quimica, propiedades
sensoriales y actividad biolégica (107). En el caso del tomillo se distinguen, por lo menos,
cuatro quimiotipos, de acuerdo con sus compuestos mayoritarios en el aceite esencial:

= (I) Timol y p-cimeno;

= (Il) Carvacrol, timol y borneol;

= (lll) Linalool, terpinen-4-ol y acetato de linalilo y

= (V) Geraniol y acetato de geranilo.

Los quimiotipos | y Il presentan una actividad antibacteriana fuerte y son irritantes,
mientras que los quimiotipos Il y IV no son irritantes y su actividad antibacteriana es
moderada. El aceite del quimiotipo Ill de tomillo posee un efecto sedativo debido a la

presencia del linalool, alcohol monoterpénico, y su acetato (107).

1.6.1 Inestabilidad del aceite esencial de tomillo

Se ha reportado que los aceites esenciales son susceptibles a reacciones de conversion
y degradacién ya que estdn conformados por una mezcla compleja de componentes
lipdfilos y altamente volatiles derivados de una gran variedad de diferentes clases

guimicas. Se reportan procesos de oxidacion y polimerizacion, los cuales causan
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inestabilidad que afecta tanto en la eficacia como en las propiedades organolépticas del
aceite esencial. También se ha indicado que factores como la temperatura, la luz y la
disponibilidad de oxigeno pueden afectar la integridad del aceite esencial. Al salir de la
matriz de la planta, los componentes del aceite esencial son especialmente propensos a

la oxidacion, las transformaciones quimicas o las reacciones de polimerizacion (108).

Los componentes del aceite esencial tienen relaciones estructurales si poseen el mismo
grupo quimico y, por ello, se convierten facilmente entre si mediante reacciones de
oxidacion, isomerizacion, ciclacién o deshidrogenacion, desencadenadas enzimatica o
guimicamente. Por ejemplo, el monoterpeno aromatico p- cimeno, presente en el aceite
esencial de tomillo, se ha asociado a la deshidrogenacion oxidativa de terpenos

monociclicos insaturados simples o dobles (109).

En la autooxidacion de los terpenoides, inducida por el aire, las moléculas insaturadas
reaccionan en un mecanismo de cadena de radicales libres con oxigeno presente en el
aire, en una gama de productos de oxidacién primarios y secundarios. El curso de la
reaccion dependera de la estructura molecular, la concentracion de oxigeno, la entrada
de energia y el impacto de otros factores. El calor, las cantidades cataliticas de metales
reactivos redox y la exposicion a la luz, promueven la generacion inicial de radicales

alquilicos que reaccionan facilmente con el oxigeno para formar radicales peroxilo (108).

Adicionalmente, los productos primarios de auto oxidacién, como los hidroperéxidos,
eventualmente se descomponen durante las etapas avanzadas de oxidacion,
dependiendo de su estabilidad individual. De este modo, dan lugar a una gama de
productos secundarios oxidados estables, como alcoholes monovalentes a polivalentes,
aldehidos, cetonas, epoxidos, peroxidos o acidos, asi como polimeros muy viscosos, que
a menudo contienen oxigeno, los cuales se descomponen en presencia de luz, calor o al

aumentar la acidez (108).

Se considera que la luz ultravioleta y la luz visible aceleran los procesos de auto
oxidacion activando la abstraccion de hidrégeno que da como resultado la formacion de
radicales alquilo (110). Adicionalmente, la iluminacion influye en la segunda via oxidativa,
la fotooxidacion, en la que el oxigeno triplete presente en el aire se convierte en su

estado singlete excitado en presencia de un sensibilizador organico. Esta molécula
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electrdéfila no radical puede reaccionar directamente con un doble enlace, con lo que se
abstrae un atomo de hidrégeno alilico que conduce a la formacion de hidroperéxidos
(111), los cuales se descomponen de la misma manera que los formados por la auto

oxidacion.

En lo relacionado con la temperatura, las reacciones quimicas se aceleran al aumentar el
calor debido a la dependencia de la temperatura de la velocidad de reaccion expresada
por la ecuacion de Arrhenius. Por lo tanto, tanto la auto oxidacion como la
descomposicion de hidroperéxidos avanzan al aumentar la temperatura, aunado a que el
calor contribuye a la formacion inicial de radicales libres (110). Por el contrario, las
temperaturas mas bajas favorecen la solubilidad del oxigeno en los liquidos, lo que a su

vez puede afectar negativamente a la estabilidad del aceite esencial (112).

El acceso al oxigeno desempefia un papel decisivo en la estabilidad del aceite esencial.
Se ha evaluado el consumo de oxigeno durante el almacenamiento de diferentes
monoterpenos, observandose cambios mas pronunciados en la composicion y las
propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales en envases medio llenos que
cuando sélo habia poco o nada de espacio libre (113). La oxidacién del aceite se acelera
con la concentracién de oxigeno disuelto, que a su vez depende en gran medida de la

presién parcial de oxigeno en el espacio de cabeza y de la temperatura ambiente (108).

Por otro lado, Michiels y colaboradores evidenciaron que los compuestos principales del
aceite esencial de tomillo, timol y carvacrol, son pobremente degradados in vitro en los
segmentos proximales del TGl de lechones, no obstante, se espera una degradacion

mayor en segmentos mas distales (31).

Dadas estas inestabilidades ante factores externos y buscando preservar la eficacia del
efecto bioldgico del aceite esencial, es necesario ofrecerle proteccion bajo un sistema
gue permita mantener su estabilidad y prolongar su vida util, esto puede ser logrado
mediante diferentes estrategias como la encapsulacién (114,115). Los procedimientos de
microencapsulacion proporcionan a este tipo de materiales la vehiculizacion conveniente

para ayudarles a mantener sus propiedades por un tiempo més prolongado.
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1.7 Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual los ingredientes activos sélidos,
liquidos o gaseosos se incluyen dentro de un segundo material con el fin de proteger el
ingrediente activo del ambiente circundante. De este modo, el ingrediente activo se
designa como el material del nucleo, mientras que el material circundante forma el
envoltorio (116). Otra definicion plantea la microencapsulacion como una tecnologia de
empaquetamiento de materiales soélidos, liquidos o gaseosos, en una membrana
contenedora, que ademas puede liberar sus contenidos a velocidades controladas bajo
condiciones especificas, y pueden proteger el producto encapsulado de la luz y el
oxigeno (117).

Las microcapsulas son particulas de forma circular de seccion transversal con cierto
volumen libre en el interior, donde se puede asignar un material de nucleo. En su forma
mas simple, una microcipsula es una pequefia esfera con una pared uniforme alrededor
de ella, la cual puede ser individual o multicapa. Estd conformada por un nudcleo que
corresponde al material dentro de la microcapsula o también fase interna o de relleno,
mientras que la pared es conocida como revestimiento y/o material de pared o de
membrana. El ndcleo puede ser un material cristalino, una particula absorbente, una
emulsién, o una suspension de microcapsulas mas pequefias (118). En la Figura 1-1 se
puede observar una microcipsula en su forma simple. El tamafio de didmetro de las

microcapsulas esta entre 1-1,000 uym (119).

Figura 1-1: Representacion de una microcapsula (120).

Agente activo =Fase interna =Nucleo
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Las microcapsulas pueden presentar diferentes morfologias dependiendo de los
materiales utilizados y de la técnica de preparacién, como se presenta en la Figura 1-2.
Dependiendo de su estructura, pueden caracterizarse como nucleo/recubrimiento
continuo, capsulas poli-nucleos, capsulas de nacleo continuo con mas de una capa de
material de recubrimiento y la capsula tipo matriz, donde el agente encapsulado se
incorpora dentro del material de recubrimiento (116).

Figura 1-2: Morfologia de las microcapsulas (120).

a)

(a) Nucleo/recubrimiento continuo, (b) capsula poli-ntcleos, (c) capsula de nicleo continuo con

mas de una capa de material de recubrimiento, y (d) capsula matricial.

1.7.1 Secado por aspersion/atomizaciéon (Spray drying)

El secado por aspersion es un proceso en el que la fase liquida (emulsién, suspensién o
solucion) se ve forzada a formar gotas mediante un atomizador o una boquilla de
pulverizacion (120). El equipo funciona utilizando una corriente de gas a presion y
determinada temperatura, que arrastra por vacio la fase liquida a través de la boquilla de
apertura fina (generalmente 1.5 mm), la cual integra también el gas comprimido
expulsando el liquido en forma de gotitas, que son secadas instantaneamente en una
camara (cilindro) que se encuentra sobre los 100 °C. Seguidamente las microcédpsulas
formadas son llevadas por el flujo del sistema hacia un ciclon en el cual se separan del
aire y caen hacia un recipiente recolector. En la Figura 1-3 se muestra el esquema de
funcionamiento del equipo de secado por aspersion.
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Figura 1-3: Principales procesos involucrados en el secado por aspersion (121).

Y Bomba peristaltica

’\'-
L z/ Tobera

‘\/; Aspirador

o)

|_.\1J_ V=

1. Entrada de nitrdgeno reutilizado; 2. Aguja (Tobera); 3. Entrada de nitrégeno de secado; 4.
Cilindro de secado; 5. Vasos de recoleccion de producto seco; 6. Ciclén; 7. Filtro; T. Temperatura.

Este método ha sido ampliamente utilizado desde el siglo XIX en la industria debido a su
simplicidad, flexibilidad y distribucion uniforme del tamafio de particula, ademéas que el
sistema puede ser completamente automatizado. No obstante, se debe optimizar para
superar limitaciones como bajas eficiencias térmicas, obstruccion de toberas y altos
costos de mantenimiento. También se presenta pérdida de producto debido a la
aglomeracion de capsulas y material que se adhiere a las paredes internas del
sistema. Se ha reportado que el tamafio de las cipsulas que se pueden obtener supera
las 100 um. Los parametros mas importantes a controlar en este proceso son las
temperaturas de entrada y salida del aire de secado, el flujo de alimentacion del producto
a secar, el tiempo de residencia y el acondicionamiento de la materia prima (122). Maury
y colaboradores estudiaron los efectos de los parametros de secado por pulverizacion en
el rendimiento de un material a escala de laboratorio, determinando que la condicion
operativa mas importante para optimizar el rendimiento del producto es

la temperatura de entrada / temperatura de salida (123).
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El secado por aspersion elimina rapidamente el agua por vaporizacién de emulsiones de
aceite en agua (O/W) que permite una alta retencion de compuestos volatiles (124) y
protege los compuestos microencapsulados contra la reaccion con el ambiente (118). En
comparacion con otros métodos, el secado por aspersion proporciona una eficiencia de
encapsulacion relativamente alta. La mayor eficiencia de encapsulacion que se alcanza
con el secado por aspersion, se encuentra entre 96 y 100%, valores superiores en
comparacion con otros métodos (125). Se debe tener en cuenta que la viscosidad de la
solucion del polimero no sea tan elevada ya que entre mas alta sea la viscosidad habra
mayor tendencia a la agregacion y deposicion en la camara de secado lo que hace que
baje el rendimiento. Se sugieren flujos de aire de atomizacion entre 400 y 500 L/h para

garantizar tamafios de particulas menores.

Existen numerosos disefios de dispositivos secadores por aspersion (121). Los equipos
son generalmente de ciclo abierto, donde el gas de secado se descarga después de su
uso, generalmente se utiliza aire comprimido. Sin embargo, existen configuraciones de
ciclo cerrado, como el que se empled en esta investigacion, necesario en casos donde la
dispersion de alimentacion contenga solventes organicos o donde se pretende limitar la
exposicion del principio activo o componentes al oxigeno. En este sistema, el aire de
secado corresponde a un gas inerte, generalmente nitrégeno, el cual recircula
continuamente reduciendo el riesgo de explosion y se da la recuperacion del gas (126).
Cabe resaltar que el empleo de nitrégeno en vez de aire para el proceso de secado

favorece la estabilidad del producto microencapsulado a obtener (127).

1.8 Biopolimeros

Pueden emplearse polimeros de origen natural como material de recubrimiento (128).
Algunos materiales de pared de origen natural usados para microencapsulaciéon son
gomas, maltodextrina, carboximetilcelulosa, almidon, gelatina, quitosano, entre otros
(125,129).
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Los materiales seleccionados para producir las microcidpsulas debian ser grado
alimenticio, pues los pollos de engorde estan destinados al consumo humano. Por lo
tanto, se seleccion6 como material de pared de las microparticulas el almidén de fiame
modificado con anhidrido octenil succinico (OSA), aprobado en el Codex Alimentarius, el

cual se propuso en combinacion con maltodextrina y goma arabiga.

= Almidén: almidones basados en ingredientes (almidones modificados,
maltodextrinas, b-ciclodextrinas) son muy utilizados en la industria alimenticia (130,131);
dentro de los almidones mas importantes se destacan el de papa (Solanum tuberosum),
maiz (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), tapioca (Manihot
esculenta) (132—-134). En Colombia se ha incursionado en el estudio de las propiedades
del almidén de fiame (Dioscorea rotundata) tanto nativo (135,136) como modificado
(137).

Los almidones estan constituidos esencialmente por una mezcla de polisacaridos
conformados por amilosa y amilopectina. Las aplicaciones industriales de los almidones
naturales o nativos son limitadas debido a desventajas relacionadas con su inestabilidad
y falta de resistencia mecénica. Existen diferentes tipos de modificacién del almidon que
mejoran sus propiedades iniciales, en el presente estudio se empled la modificacion de
tipo quimico, la cual esta directamente relacionada con las reacciones de los grupos
hidroxilo del polimero de almidén; algunas modificaciones quimicas aplicables al almidén
se dan mediante reacciones via éter, formacién de ésteres, oxidacion y la hidrélisis de los
grupos hidroxilos (138). Posterior a la hidrolisis, se practica una modificacién de
lipofilizacion mediante reaccion de esterificacion, utilizando reactivos como el OSA, el
cual incorpora una cadena carbonada de ocho unidades y aumenta la hidrofobicidad,

permitiendo la formacion de paredes para microcapsulas suaves y continuas (139,140).

= Maltodextrina: se obtiene por métodos de hidrélisis acida o enzimatica de los
almidones. Entre sus caracteristicas presenta baja viscosidad en alta proporcion de
solidos y altas concentraciones, son inodoras e incoloras, ademas permiten la formacion
de polvos de libre flujo sin enmascarar el sabor original (122). Presenta ventajas por
costo y efectividad; esta disponible en diferentes pesos moleculares y son

extensivamente utilizados en la industria de alimentos (131).
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» Gomas: existen diferentes tipos de gomas segun su origen, goma de algarrobo, goma
guar, goma de tamarindo, goma gelana, goma xantana, goma arabiga, entre otras.
Generalmente son insipidas, pero pueden tener un efecto pronunciado en el gusto y
sabor de alimentos, son hidrosolubles, de baja viscosidad, poseen caracteristicas de
emulsificacion (130,131).

En este estudio se empled la goma arabiga, polimero natural biodegradable, polisacarido
con excelentes propiedades de emulsificacion en emulsiones aceite en agua,
ampliamente utilizado en aplicaciones alimenticias, cosméticas y farmacéuticas (141). La
goma arabiga es un emulsionante extremadamente eficaz a un pH bajo y a una fuerza
i6nica alta, sus propiedades emulsionantes estan asociadas con una fraccion de alto
peso molecular que representa menos del 30% del hidrocoloide total (142). Se reporté su
utilizacibn como matriz para encapsular la enzima endogluconasa, producida por la
bacteria Thermomonospora, observandose un cambio en la temperatura 6ptima (50-55
°C) de la enzima y un incremento considerable en el pH y estabilidad comparado con la
enzima libre, ademas también protegié la actividad de la enzima en presencia de
detergentes realzando la vida util. Se ha reportado la mezcla de goma arabiga y
maltodextrinas en su uso como transportadores de sélidos, proporcionando viscosidad
por ejemplo en la microencapsulacién de aceite de cardamomo por secado por aspersion
(131,143).

1.9 Estado del arte

Ha sido demostrado por diversas investigaciones la utilidad del aceite esencial de tomillo
para la produccién de pollos de engorde, tal como se ha referenciado en el marco tedrico.
En Colombia, también se han realizado estudios del aceite sin microencapsular para

demostrar su aplicacion en este campo, tal como se muestra en la Tabla 1-2.
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Tabla 1-2: Estudios de aplicabilidad del tomillo en produccién avicola realizados en

Colombia hasta el afio 2021.

Estudio Tipo de trabajo Institucion Afio

Efecto de wuna mezcla de Tesis Magister en  Universidad 2020
extractos de plantas sobre | Producciéon Animal. Nacional de
indicadores de integridad Colombia.
intestinal y paradmetros
productivos en pollos de engorde
(144).
Evaluacion del extracto de ajo Trabajo de | Sistema de | 2019
(Allium  sativum) y tomillo investigacion. investigacion,
(Thymus vulgaris) en el agua de desarrollo
bebida y su efecto en los f[ecnologl,co €

. : innovacion
pardmetros productivos y salud (SENNOVA) del
intestinal de conejos, pollos de Servicio Nacional de
engorde y cerdos (145). Aprendizaje (SENA).
Evaluacién del uso de los aceites | Tesis Magister en | Universidad 2010
esenciales como alternativa al Produccion Animal. Nacional de
uso de los  antibioticos Colombia.
promotores de crecimiento en
pollos de engorde (8).
Efecto de dos concentraciones  Trabajo de grado  Universidad de | 2007
de extracto etandlico de tomillo K Zootecnia. Cundinamarca.
(Thymus wvulgaris) y orégano
(Origanum vulgare) suministrado
en el agua de bebida de pollos
de engorde (146).
Evaluacion in vitro de la accion Trabajo de grado Universidad de | 2004
antibacterial de los aceites = Zootecnia. Cundinamarca.
esenciales de: orégano
(Origanum  vulgare),  tomillo
(Thymus wvulgaris) y limonaria

(Cymbopogon citratus) Frente a:
Escherichia  coli, Salmonella
gallinarum 'y  Estreptococcus
faecalis, bacterias de impacto en
la produccion avicola (147).

En la Tabla 1-3 se presentan estudios previos referentes con la microencapsulacion de

aceite esencial de tomillo de diversas subespecies.
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Tabla 1-3: Investigaciones relacionadas con la microencapsulacion de aceite esencial o

extractos de tomillo.

Especie Componentes @ Método de Métodos de Aplicacion
bajo estudio | de la matriz preparacion caracterizacion
Aceite Maltodextrina | Secado por Eficiencia de General para
esencial de y goma de aspersion. encapsulamiento. | productos
tomillo mezquite. Aceite superficial. | farmacéuticos,
(Thymus Contenido de cosméticos y
vulgaris) humedad. alimentos.
(148). Tamafio de
particula.
Aceite Maltodextrina. | Secado por Identificacion y Potencial
esencial de aspersion. cuantificacion de | antibacteriano
tomillo (149). compuestos. en camarones.
Actividad
biolégica.
Aceite Almidén de Microencapsulacion | Eficiencia de Actividad
esencial de flame lipidica soélida, encapsulacion. antibacteriana
tomillo (Dioscorea seguida de Identificacién y sobre las cepas
(Thymus rotundata) emulsificacion. cuantificacién de | involucradas en
vulgaris) modificado por compuestos. el desarrollo del
(150). procesos de Actividad acne.
hidrolisis y bioldgica.
lipofilizacion Tamarfio.
empleando Morfologia.
anhidrido Contenido total y
dodecenilsucci superficial de
-nico (DDSA). aceite.
Aceite Alginato de Extrusion de Eficiencia de la Plaguicida.
esencial de sodio emulsion. encapsulacion.
tomillo reticulado con Capacidad de
(Thymus cloruro de carga.
vulgaris) calcio. Microestructura.
(151). Actividad

antifangica.
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Especie Componentes = Meétodo de Métodos de Aplicacion
bajo estudio | de la matriz preparacién caracterizacion
Aceite Alginato de Gelificacion iénica Tamario y forma. = Alimentos.
esencial de calcio. Eficiencia de
tomillo (152). encapsulacion.

Capacidad de

carga.

Actividad

antimicrobiana.
Aceite Polimero Nanogel a través de | Tamafio. Propiedades
esencial de ensamblado la formacién de Morfologia. antifingicas
tomillo de quitosano y | enlace amida. Actividad para uso en
(Thymus nanogel de bioldgica. agricultura.
vulgaris) acido Interacciones
(153). benzoico. guimicas.

Eficiencia de

encapsulacion.
Aceite B-ciclodextrina = Encapsulacion en Identificacion y Actividad
esencial de ciclodextrina. cuantificacion de = antimicrobiana
tomillo compuestos. para uso en
(Thymus Comportamiento | agricultura.
vulgaris) de liberacion.
(13). Eficacia de

encapsulacion.

Interacciones

moleculares.

Isotermas de

absorcion-

desorcion de

humedad.

Actividad

biolégica.
Aceite Acido Coacervacion. Tamafio. Cosméticos.
esencial de polilactico Morfologia.
tomillo (PLA) en Identificacion y
(Thymus dimetilforma- cuantificacion de
vulgaris) mida compuestos.
(154). Eficiencia de

encapsulacion.
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Especie Componentes = Método de Métodos de Aplicacion
bajo estudio | de la matriz preparacion caracterizacion
Aceite Almidon de Extrusion Identificacion y Larvicida.
esencialde | maiz termoplastica. cuantificacion de
tomillo - Amisol 3408, compuestos.
blanco contenido de Contenido de
(Thymus amilosa 28% humedad.
vulgaris) p/p. Diametro medio y
(155). - Amisol 4000, distribucion de
contenido de tamaiio.
amilosa 1.8% Densidad
p/p. aparente.
Porosidad.
indice de
expansion radial.
Eficiencia de
encapsulacion.
Flotabilidad,
hinchamiento y
lixiviacion.
Liberacion del
aceite esencial.
Aceite Gelatina tipo B | Coacervacion. Identificacién y Conservante en
esencial de y goma cuantificacién de | productos de
tomillo arabica. compuestos. panaderia.
(Thymus Estabilidad
vulgaris) oxidativa.
(156). Actividad
antimicrobiana in
vitro e in situ.
Aceite de Gelatina. Coacervacion. Carga relativa de | Reduccion de la
clavo de olor aceite. poblacion de
y aceite de Identificaciéon y acaros del polvo
tomillo rojo cuantificacién de | domestico.
(157). compuestos.
Actividad

bioldgica.
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Especie Componentes = Meétodo de Métodos de Aplicacion
bajo estudio | de la matriz preparacién caracterizacion
Extracto Alginato de Extrusion Tamafio. Formulaciones
acuoso de sodio con electrostatica. Morfologia. de dosificacion
tomillo adicion de Extrusion Eficacia de la que contienen
(Thymus sacarosa o electrostatica encapsulacion. compuestos
serpyllumL) | inulina. seguida de secado Degradacion. polifendlicos
(85). al calor y liofilizado. | Comportamiento | para su uso
Absorcion de térmico. como
extracto en hidrogel | Cuantificacion de | antioxidantes en
formado. compuestos. productos
Actividad alimenticios.
bioldgica.
Extractos de | Fosfatidil Formacion de Actividad Actividad
tomillo colina (PC) y liposomas. bioldgica. antioxidante y
(Thymus colesterol (C) Descomposicion | antimicrobiana
boissieri, oPC,Cy térmica-oxidativa. | para su uso en
longicaulis, fosfatidil Temperatura de alimentos.
leucosper- glicerol (PG) transicion de
mus, y lipidos.
ocheus) Morfologia.
(79).

Por otra parte, numerosas publicaciones internacionales dan cuenta de la utilidad del

empleo de almidones modificados quimicamente (lipofilizados) (118,130). De trabajos

previos realizados al interior del Grupo de Investigacion con aceites esenciales, el

almidon de fiame modificado por succinatacion mostré resultados promisorios (137). A

continuacion, en la Tabla 1-4 se mencionan algunos estudios en los que se han utilizado

almidones modificados solos o en combinacibn con goma o0 maltodextrina para

microencapsulacion.
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Tabla 1-4: Estudios que reportan el uso de almidones modificados en

microencapsulacion.

Especie bajo

Componentes de la

Modificacion del

Método de

estudio matriz almidén microencapsulacion
Aceite esencial de | Almidon de fame @ Hidrdlisis previa. Microparticulacion
tomillo (Thymus (Dioscorea Lipofilizacion lipidica sélida (150)
vulgaris) rotundata) empleando
modificado anhidrido dodecenil
succinico (DDSA)
Agentes Almidones de maiz Hidrolisis previa. Secado por

aromatizantes

Aceite esencial de

romero

Aceite de linaza

Aceite de café
verde

D-limoneno

céreo

Maltodextrina y
almidon modificado
(Capsul®)

Maltodextrina con
goma arabiga,
concentrado de
proteina de suero de
leche o dos tipos de
almidon modificado
(Hi-Cap 100™y
Capsul TA®)
Almidones
modificados (OSA
Capsul™ Hi-Cap™
100 y N-Lok™) o
goma arabica con
maltodextrina 10 DE,
maltodextrina con 10
DE y goma arabiga
Goma arabiga,
maltodextrina y
almidén modificado
Hi-Cap™ 100

Acetilados, n-
octenilsuccinilados
(n-OSA) y
fosforilados
Lipofilizacién
empleando
anhidrido octenil
succinico (OSA)
Lipofilizacién
empleando
anhidrido octenil
succinico (OSA)

Lipofilizacién
empleando
anhidrido octenil
succinico (OSA)

Lipofilizacién
empleando
anhidrido octenil
succinico (OSA)

aspersion (130)

Secado por
aspersion (158)

Secado por
aspersion (159)

Secado por
aspersion (160)

Secado por
aspersion (161)



2. Metodologia

2.1 Materiales y Equipos

2.1.1 Materiales

Aceite esencial de tomillo, obtenido mediante método de arrastre con vapor de
especimenes recolectados entre enero a junio en la finca El Pumay, Vereda Manila,
Facatativa, Cundinamarca, comprado a la empresa Green Andina, lote: ATMGAC 1804-
37. Goma arabiga en polvo (grado farmacéutico, Ciacomeq S.A.S., Lote: PT16-2017,
Colombia). Maltodextrina (grado farmacéutico, Ciacomeq S.A.S., Lote: M1628201,
Colombia). Almidon de fiame modificado (lipofilizado con OSA). Reactivo OSA (grado
alimenticio, SIGMA-ALDRICH®, EE. UU., Lote: MKBJ5610V). Agua destilada.

Reactivos de andlisis: Acetato de etilo (grado HPLC, PanReact AppliChem, Lote:
0000833239, Alemania). Alcohol etilico al 96% (grado farmacéutico, Ciacomeq S.A.S.,
Colombia). Hidroxido de sodio (Grado reactivo, Panreac quimica SA). Acido clorhidrico

(grado reactivo, Merck). Fenolftaleina (grado reactivo, Merck).

2.1.2 Equipos

El secado del almidén nativo y modificado se hizo en una estufa universal, UN 55,
Memmert GmbH + Co. KG (Alemania). Para la comprobacion de la modificacién del
almidén de fiame se empled el equipo de espectroscopia infrarrojo, Shimadzu® IR
Prestige-21 (Japdn). El indice de refraccion del aceite esencial de tomillo se determind
usando un refractémetro Mettler Toledo portable 30PX. Se realizé la homogenizacion de

las emulsiones utilizando el equipo de dispersion Ultra Turrax® IKA T18, vastago grueso
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S18N-19G (Alemania). La viscosidad de las emulsiones se midié en un viscosimetro
Brookfield® Engineering, Modelo RVD-VE (EE. UU.). La microencapsulacion por secado
por aspersion se llevd a cabo en un equipo Mini Spray Dryer BUCHI® B-290 con Inert
Loop B-295 integrado (Suiza). Para la identificacion y cuantificacién del aceite esencial
de tomillo como materia prima y en los ensayos de eficiencia de encapsulacién y de
estabilidad, se emple6 un cromatografo de gases Thermo Scientific® Trace 1300
Mainframe MS, (EE. UU.). El equipo ultrasonido Cole-Parmer®, modelo 8891, 90 Watts,
47 kHz + 6%, (EE. UU.), se empled para romper las microparticulas en la determinacion
de la eficiencia de encapsulaciéon; mientras que la ultracentrifuga Thermo Scientific®,
Heraeus® Megafuge® 16 (EE. UU.), fue utilizada para la separacion del aceite liberado
de la matriz. El equipo de dispersion de luz Masterizer® 3000, Malvern Panalytical
(United Kingdom), se utilizé para la determinacion del tamafio de particula. Otros equipos
utilizados fueron el potenciometro marca Hanna® referencia HI 2221 (E.U.); la balanza
analitica (sensibilidad de 0.001 g y 0.0001 g) marca Ohaus® serie Pioneer PA214 (E.U.),
micropipetas (10-100 puL y 100-1000 L) marca Select BioProducts® (E.U.), plancha de
agitacion multipunto IKA® modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania); equipo de filtracion al
vacio. El estudio de estabilidad se llevo a cabo en una camara de clima constante
Memmert® HPP750 (Alemania). Con el fin de caracterizar la forma y tamafio de las
microparticulas se emple6 un equipo de microscopia electrénica de barrido (SEM) FEI
Quanta 200 (EE. UU.).

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion y modificacion del almidon de fiame

El almidén de fiame (Dioscorea rotundata, variante espino) se extrajo en su estado nativo
de tubérculos adquiridos en la plaza de mercado del municipio de Sabanalarga,
departamento del Atlantico, Colombia, (10° 37 latitud norte y 74° 55 longitud oeste), a 41
km de la ciudad de Barranquilla, via Cordialidad. Se parti6 de una cantidad de 10
kilogramos de material vegetal fresco, entero, con adecuado aspecto y madurez apta

para consumo humano. Para la obtencion del almidén nativo se siguio el método
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convencional de rallado y precipitacion (162). El paso inicial fue lavar la corteza con
abundante agua con el fin de retirar la suciedad externa, seguidamente se retird la
corteza y se enjuagd nuevamente con agua, se cortd en pedazos y se dejé en remojo
durante 12 horas con solucion de hipoclorito de sodio con el fin de facilitar la salida del
almidén para su posterior licuado; el jugo obtenido se filtr6 empleando una tela con el
proposito de retirar las fibras de celulosa. Se dej6 reposar el filtrado con el fin de
decantarlo posteriormente. Este proceso se repitié cuatro veces mas. Finalmente, se lavo
el sedimento con agua destilada varias veces hasta que dicho sedimento se observara
de color blanco y el agua trasparente, se filtr6 al vacio verificando la ausencia de cloruros
con solucion de nitrato de plata (AgNOg3) 0,1 N. El almidén nativo obtenido se dej6 secar
a 50 °C durante 24 horas, luego se empacd en bolsas plasticas herméticas para su
posterior hidrélisis y lipofilizacion. Se calcul6 el rendimiento en porcentaje como cantidad

de material seco extraido sobre cantidad de material vegetal de partida.

El almidon nativo fue hidrolizado siguiendo la metodologia propuesta por Zambrano y
Camargo, con modificaciones (163). Se prepard una dispersion de 250 g de almidén
nativo de fiame en 625 mL de agua destilada, con agitacién constante. Seguidamente se
adiciond acido clorhidrico (HCI) en cantidad suficiente para obtener una concentracion
del 3%, continuando la agitacion por 24 horas. Con el fin de neutralizar el sistema, se
adiciond hidréxido de sodio (NaOH) al 10% segun la relacién estequiométrica; se dej6é en
reposo para posterior decantacion, se lavd nuevamente el sedimento cuatro veces mas
con agua destilada y la Ultima lavada se hizo con etanol al 96%. Se filtr6 al vacio y se
dejo secar a 50 °C por 24 horas. Finalmente, el almidén hidrolizado seco se almacend en

bolsas plasticas de sellado hermético.

La lipofilizacion del almidén se llevd a cabo con reactivo OSA segun el método de Chi
con modificaciones (164). La cantidad total de almidén hidrolizado obtenida se pesé (239
g) vy se suspendié en 597,5 mL de agua destilada con agitacion magnética constante.
Con NaOH al 3% se ajust6 el pH hasta 8.5 y se continué agitando, con el fin de hidratar
los granulos y aumentar la exposicion de los grupos hidroxilo para su reaccién con el
OSA. Seguidamente, se adicionaron 60 g de OSA disuelto en etanol. Debido a que el pH
de la soluciéon tiende a descender sUbitamente, se hicieron adiciones de NaOH al 3%
para mantenerlo entre 8,5 y 9,0 hasta que no disminuyera mas, lo cual es indicativo de

gue el reactivo limite se agota, este proceso demoré aproximadamente dos horas.
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Posteriormente, el pH de la solucién se ajusté con HCI al 10% hasta el valor de siete. Se
dej6 sedimentar y se hicieron lavados con agua destilada, se filtré al vacio y se seco en
horno a 45°C durante 24 horas. Seguidamente, el almidon modificado se sometié a
lavados con 300 mL de etanol al 96% en un equipo Soxhlet, haciendo diez
recirculaciones con el proposito de garantizar la remocion total del OSA libre. Finalmente,

el almidén modificado se sec6 a 45 °C durante 48 horas.

2.2.2 Caracterizacion de materias primas

2.2.2.1 Aceite esencial de tomillo

» Identificacion

La composicion del aceite esencial de tomillo se analizé6 mediante técnica instrumental de
cromatografia de gases acoplada a detector de masas (GC/MS), siguiendo la
metodologia de Fernandes et al (165) con algunas modificaciones, en un equipo GC/MS
Thermo Scientific® Trace 1300, bajo las siguientes condiciones: se prepard una solucion
madre a partir de 20 pL de aceite esencial de tomillo que se disolvieron en 980 uL de
acetato de etilo, luego se tom6 una alicuota de 20 yL de dicha solucibn madre y se
complet6 hasta 1 mL con acetato de etilo. Se empled una columna de polidimetilsiloxano,
con 5% de grupos fenilo, 30m x 0,25mm ID, con un espesor de fase estacionaria de 0,25
Mm. Las condiciones de calentamiento fueron de 40°C hasta el minuto uno, con
incremento de 4°C por minuto hasta 180°C, seguido de un incremento de 30°C por
minuto hasta alcanzar los 250°C; el volumen de inyeccién fue de 2 yL en modo split 1:20
y temperatura de inyeccion de 220°C; la temperatura de la linea de transferencia fue de
280°C y la temperatura de la fuente de ionizacion de 230°C; se emple6 helio como gas
de arrastre. La identidad de los componentes del aceite esencial se determiné por
comparacion entre los espectros de masas obtenidos de las muestras y los reportados en

la libreria del programa del cromatédgrafo de gases.
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= Densidad e indice de refraccion

La densidad especifica se determiné por triplicado mediante el uso de un picnémetro a
17 £ 1° C; para el indice de refraccion se empled un refractometro Mettler Toledo
portable 30PX a 21 £1° C, (n=3).

2.2.2.2 Almidén de name modificado

= Determinacion del grado de sustituciéon (DS)

Indica el nimero promedio de grupos hidroxilos sustituidos por unidad de glucosa. Se
determiné mediante titulacién acido-base ya que el residuo OSA unido a la cadena de
almidon posee un grupo carboxilo libre, de acuerdo con la metodologia de Song y
colaboradores, con modificaciones (166). Se dispersaron 2 g de almidon lipofilizado en
40 mL de agua destilada. Se sometid a calentamiento hasta ebullicion con el fin de
gelificar la dispersion. Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se agregaron tres gotas
de fenolftaleina al 1% como indicador; se tituld por triplicado con NaOH 0,01 M hasta

coloracion rosa leve. EI PS se calculé mediante la siguiente ecuacién (Ecuacion (2.1)):

_ 01e2x(AxM)/W
5_1—[0.210x(AxM)/W]

2.1

Donde:

A = volumen (mL) consumido de la solucién de NaOH.

M = normalidad de la solucién de NaOH utilizado durante la titulacion.
W = peso (g) de la muestra analizada.

162 es el peso molecular de la unidad de glucosa.

210 es el peso molecular del OSA.

= Capacidad emulsificante

Para evaluar la capacidad emulsificante del almidéon modificado en comparacion con el
almidén nativo, ésta se determind de acuerdo con la metodologia descrita por Torrenegra
y colaboradores (137), con modificaciones. Para ello, se mezclo 1 g de cada almidén con

25 mL de agua a 25 + 1°C, con agitacion mecanica durante 15 minutos. Seguidamente,
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se someti6 a homogenizacion a 8000 rpm por tres minutos usando un equipo Ultra
Turrax® IKA T10, adicionando simultaneamente 25 mL de aceite de soya. Se dejo en
reposo a temperatura ambiente por 24 horas; finalizado este tiempo, se midi6 la cantidad
de emulsion remanente (ER). La capacidad emulsificante se expresé en términos de
porcentaje, como volumen de la capa emulsificada (VCE) con respecto al total del liquido
(VTL), empleando la siguiente expresion (Ecuacion (2.2)):

VCE

ER =
VTL

x 100 (2.2)

Doénde:
VCE = volumen de la capa emulsificada

VTL = volumen total del liquido

= Andlisis por espectroscopia infrarroja

El almidén de fiame nativo y el almidén de fiame succinatado fueron caracterizados
mediante espectroscopia infrarroja (Infrarrojo, Shimadzu IRPrestige-21, Japo6n), en un
rango de longitud de onda entre 4000 y 500 cm ?, las mediciones fueron realizadas con

el aditamento ATR, siguiendo la metodologia descrita por la USP 43 (167).

2.2.3 Preparacion de las emulsiones

Para la microencapsulacion, fue necesario proveer una emulsién cuya fase oleosa
correspondia al aceite esencial de tomillo que se pretendia encapsular y la fase acuosa
estaba formada por una dispersion de la mezcla de polimeros que constituiria el material
de recubrimiento. Por tal razén, se realizaron pruebas iniciales con el fin de encontrar las
condiciones adecuadas de emulsificacion que, en primer lugar, permitieran formar una
emulsién con una aceptable estabilidad de fases y con mayor capacidad emulsificante v,
en segundo lugar, fuera apropiada para llevar a cabo el proceso de microencapsulacion.
Esto comprendio la seleccidon del agente o mezcla de agentes que conformaron la matriz
biopolimérica: goma arabiga (G), maltodextrina (M) y/o almidon de fiame succinatado
(ANS), la relaciéon de las fases oleosa y acuosa, la velocidad y el tiempo de

homogenizacion. Se definieron dos tipos de matrices: G/M y G/M/ANS. Se probaron
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distintas relaciones de fases oleosa/acuosa tales como 1:4, 1:5 y 1:6. La velocidad de
homogenizacion se evalué a 13000 y 15000 rpm, y, el tiempo de homogenizacién oscilo
entre 15 y 30 minutos. En la Tabla 2-1 se resumen los ensayos mencionados.

Tabla 2-1: Ensayos previos para determinar las condiciones de emulsificacion.

Relacion Velocidad de Tiempo de
AET: Matriz homogenizacion | homogenizacién
matriz (rpm) (min)

1:4 G:M (50:50) 15000 30
1:5 G:M (50:50) 15000 20
1:6 G:M (50:50) 13000 20
1:6 G:MANS 13000 15

(1/3:1/3:1/3)

G = Goma arabiga, M = Maltodextrina, ANS =Almidén succinatado,
AET: Aceite esencial de tomillo

Con el fin de asegurar su dispersion o hinchamiento, los biopolimeros se dispersaron
previamente en agua durante 12 h, y la dispersion de ANS se calenté a 50 °C durante
ese tiempo. El contenido de sélidos totales para las dispersiones de goma arabiga y
maltodextrina fueron del 20% y para la dispersion del ANS se pesaron 12 g por cada 30 g
de agua. Adicionalmente, para la matriz G/M se definié6 una proporciéon 50:50 de cada
material y para la matriz G/M/ANS se definieron proporciones equivalentes (1/3: 1/3: 1/3).
Cabe anotar que previamente se probaron relaciones 40:60 para la matriz G/M, pero en
el caso de M/G (60:40) no emulsifico la fase oleosa, mientras que para G/M (60:40)
aument6é considerablemente la viscosidad, lo cual impactaba negativamente en su

adecuacion para la alimentaciéon del equipo de secado por aspersion.

Se prepararon las emulsiones de aceite esencial de tomillo con el material de
recubrimiento seleccionado mediante un proceso convencional en caliente para
“pickering emulsions”. Se siguid la técnica propuesta por varios autores, que consiste en
iniciar con la suspension del solido que cumplird el papel de estabilizante de la emulsion
en la fase acuosa (168,169). Una vez dispersos, se realizé la mezcla de los tres

biopolimeros y se adiciono el aceite esencial de tomillo durante la homogenizacién
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utilizando el equipo de dispersion Ultra Turrax®, vastago S18N-19G, bajo las condiciones

previamente mencionadas.

2.2.3.1 Caracterizacion de las emulsiones

Para el éxito de la microencapsulacion, fue necesario asegurar una idénea estabilidad de
las emulsiones, para lo cual se evalué la viscosidad y la apariencia. La viscosidad de la
emulsion debia estar en un rango entre 100 — 300 cps para ser bombeable por el equipo
de secado por aspersion. Este parametro se midié por triplicado a 100 g de la emulsion,
utilizando un viscosimetro Brookfield modelo RVDV-E, aguja 2, a 50 rpm, a temperatura
ambiente (18 + 1°C). Asimismo, se observé el aspecto visual de la emulsion a
temperatura ambiente (18 + 1°C) y de refrigeracién (5 = 1 °C) en un lapso de 7 dias,

considerando la presencia o ausencia de separacion de fases.

2.2.4 Elaboracién de las microcapsulas

La obtencién de las microcapsulas se llevé a cabo mediante el proceso de secado por
atomizaciéon en un equipo de secado por aspersion o Spray Dryer, modelo BUCHI B-290
con Inert Loop B-295 integrado, equipado con un generador de nitrégeno (Proton on Site
Nitrogen N341M) que provee una atmosfera inerte durante el secado, en busca de
reducir la oxidacion del aceite esencial, siguiendo la metodologia de Kusonwiriyawong
(170). La emulsién fue bombeada peristalticamente en el equipo y pasé a través de una

boquilla de 1,5 mm de diametro interno, donde se atomizé en forma de finas gotitas.

Las condiciones de obtencion y composicion de los microencapsulados se definieron
mediante un disefio estadistico experimental (DEE) fraccionado 2°, cuyas variables de
ensayo fueron: tipo de matriz polimérica, temperatura de inyeccion, flujo de nitrégeno,
flujo de alimentacion y flujo de aspiracion; mientras que las variables respuesta fueron:

rendimiento, eficiencia de encapsulacion, tamafo de particula e indice de dispersion. Se
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realizaron ensayos previos con el propésito de encontrar las condiciones de partida para
el DEE, evidenciando, por ejemplo, que la temperatura de inyeccién no podia estar por
debajo de 138°C ya que no permitia el total secado del solvente, o, por el contrario, si
esta temperatura estaba por encima de 142°C se observaba un color quemado Yy el polvo
adquiria una textura de pelicula que se adheria a la pared del cilindro. Finalmente, se
establecieron las condiciones del DEE como se describe en las Tablas 2-2 y 2-3.

Tabla 2-2: Factores y niveles del disefio estadistico experimental.

Factor a evaluar Nivel bajo (-) Nivel alto (+)
Matriz polimérica GIM G/M/IANS
Flujo de Nitrégeno 414 L/h 601 L/h
Flujo de aspiracion 32 m?/h 38 m*/h
Flujo de alimentacién 3 mL/min 6 mL/min
Temperatura de inyeccion 138 °C 142 °C

G = Goma arabiga, M = Maltodextrina, ANS =Almidén succinatado

Tabla 2-3: Experimentos del disefio estadistico experimental fraccionado 2°.

Factores
Experimento Matriz Flujo Flujo Flujo Temperatura
polimérica | Nitrbgeno | aspiracién alimentacion inyeccion

1 - - - + +
2 - - + - +
3 - + - +

4 - + - -
5 + - - - +
6 + - + + +
7 + + - - -
8 + + + +

(-) Nivel bajo; (+) Nivel alto
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2.2.4.1 Caracterizacion de las microcapsulas

Para el DEE, se caracterizaron los microencapsulados segun el rendimiento del proceso,
la eficiencia de encapsulacion, el tamafio de particula y el span. A partir de los resultados
de las variables respuesta evaluadas, se realizé un analisis de efectos principales y su
significancia estadistica (p>0,05) segun la prueba t de student, con el fin de encontrar la
influencia de las variables de ensayo. De esta manera se definieron las condiciones de

operacion para la obtencion del microencapsulado.

Asimismo, se elaboraron tres lotes de la formulacion obtenida bajo las condiciones
seleccionadas, segun los resultados del DEE, a la cual se le evaluaron adicionalmente

propiedades como fluidez, caracteristicas organolépticas, morfologia y estabilidad.

= Rendimiento del proceso
Se calculé el rendimiento del proceso de secado por aspersion de acuerdo con la

siguiente ecuacién (Ecuacion (2.3)):

o Peso microcapsulas obtenidas
% Rendimiento = — x 100 (2.3)
Peso componentes emulsificados

Donde el peso de los componentes emulsificados corresponde a la masa de los
biopolimeros y el aceite esencial adicionado en la emulsién sin tener en cuenta la masa
de agua utilizada para preparar la dispersion de sélidos (165). Este parametro se
determind por réplica para los experimentos del DEE, para la formulacién seleccionada

se evaluaron tres réplicas.

= Eficiencia de encapsulacién
Para determinar la eficiencia de la encapsulacion se realiz6 una extraccidon por
ultrasonido a muestras de 1 g de microencapsulado, en 5,0 mL de acetato de etilo,
durante una hora. Luego, se centrifugaron por 10 minutos a 8000 rpm, se filtraron y
completaron a volumen en balones aforados de 5,0 mL. Para su analisis, se prepar6 una

dilucion tomando 40 uL de la muestra anterior y se llevo a 1,0 mL en acetato de etilo; se



Metodologia 45

analizd6 mediante GC/MS por triplicado, segun la metodologia reportada previamente en
la identificacion del aceite esencial de tomillo.

Se realiz6 una semi-cuantificacion siguiendo el método de estandar externo de Unico
punto y normalizacion de areas (171), preparando una dilucién del aceite esencial puro
como estandar de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. La eficiencia de
la encapsulacion (EE por sus siglas en inglés, Encapsulation Efficiency) se calcul6 de

acuerdo con la Ecuacion (2.4) (172).

Aceite total experimental en el microencapsulado
%EE = , . - x 100 (2.4)
Aceite total tebrico en el microencapsulado

» Tamafo y distribucion de tamafio de particula
Para la determinacion del tamafio de particula de las microcapsulas obtenidas se empleé
un equipo de dispersion de rayo laser Masterizer® 3000, Malvern Panalytical (United
Kingdom), equipado con una unidad de dispersion de muestra himeda, con un indice de
refraccion del dispersante de 1.0 y precision de +1%, empleando agua como medio de

transporte a 20 +1 °C.

Las microparticulas se suspendieron en agua y se sometieron a dispersion de luz
empleando un laser de Helio-Nedn aprox. a 633 nm. Se realizaron tres mediciones por
muestra, en el menor y mismo lapso de tiempo, con el fin de evitar la influencia del

hinchamiento de los polimeros en la medicién.

Se determind el indice de dispersién (span), el cual indica el ancho de la distribucién del

tamafo de las microparticulas (173,174). Este se calculd con la siguiente ecuacion:

oo _ D90~ Dv10 iy
Pan = """h50 (25)

Donde Dv90, Dv10 y Dv50 corresponden a los diametros del 90, 10 y 50% de volumen

acumulado, respectivamente.
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Evaluaciones realizadas a la formulacion elaborada bajo las condiciones

seleccionadas

= Caracteristicas organolépticas
Para definir las caracteristicas organolépticas de las microcapsulas, se determinaron los
parametros: color y aspecto mediante determinacién visual, observacién directa de las

muestras y verificacién de 6ptima apariencia, y olor caracteristico.

*» Fluidez
Se determind mediante el método de angulo de reposo, siguiendo la técnica establecida
por Martin y colaboradores (175), estandarizado por Bernal (121). Este método consiste
en dejar caer una cantidad del producto desde un embudo ubicado en una altura
especifica sobre una superficie lisa y milimétrica. Al caer, el polvo forma una especie de
cono invertido con determinada altura y radio, los cuales se midieron para calcular el
angulo de reposo empleando la siguiente formula:

h
0= ArcTan; (2.6)

Dénde h corresponde a la altura y r corresponde al radio del cono formado al caer el

polvo.

El angulo de reposo es el maximo angulo formado entre el eje horizontal y la pendiente
del cono invertido. Cuanto menor sea este angulo, el comportamiento del material sera el
de fluir con mayor facilidad. Se efectuaron cinco repeticiones por triplicado para un total

de quince datos.

= Contenido de aceite superficial y eficiencia de carga
Para la determinacion del aceite superficial se tomaron muestras exactamente pesadas
de 500 mg de microcapsulas, las cuales se lavaron cinco veces con 1 mL de acetato de
etilo, se filtraron y llevaron a volumen de 5,0 mL (165). Para su analisis, se preparé una
dilucion tomando 40 pL de la muestra anterior y se llevo a 1,0 mL en acetato de etilo; se

realiz6 andlisis de cromatografia de gases acoplada a detector de masas por triplicado,
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de igual forma que lo reportado previamente en la identificacion del aceite esencial de

tomillo.

La eficiencia de carga (LC por sus siglas en inglés, Loading Capacity) se calculd con la
Ecuacion (2.7) por semi-cuantificacion empleando el método de estandar externo de
Gnico punto y normalizacion de areas (171).

[Aceite total en el microencapsulado — aceite superficial]
%LC = - - x 100 (2.7)
Aceite total en el microencapsulado

* Morfologia
Se identificé la morfologia mediante microscopia electronica de barrido en un equipo FEI
QUANTA 200. Las superficies de las microcapsulas fueron recubiertas con oro a un
grosor de aproximadamente 20 nm utilizando un sistema combinado de recubrimiento por

sputter y por evaporacion de carbén, Quorum Technologies Q150R ES.

= Estudio de estabilidad

Se evaluaron tres lotes de la formulacion seleccionada en el DEE, las cuales fueron
sometidas a prueba de estabilidad con el fin de evaluar si el sistema brindaba alguna
proteccion. Para ello, se introdujeron tres muestras por lote, en una cabina de estabilidad
(Camara climatizada Memmert® HPP750), colocadas en envase de vidrio de borosilicato,
inerte, recubiertas con papel aluminio y con cierre hermético, a temperatura de 30° C y
75% de humedad relativa; se realizaron muestreos a los siguientes tiempos: 0, 24, 72,
168 y 480 horas.

A las muestras de cada tiempo de muestreo, se les observo el aspecto y se les determiné
la EE a través de GC/MS (Thermo®, TRACE 1300 Mainframe MS), segun la metodologia
reportada previamente en la identificacion del aceite esencial de tomillo, mediante semi-
cuantificacién por el método de estandar externo de Unico punto y normalizacién de
areas (171). Para ello, se prepar6 una dilucion del aceite esencial puro como estandar de
acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente. A las tres muestras evaluadas se

les determiné el promedio y su desviacion estandar.



3. Resultados

3.1 Caracterizacion de las materias primas.

3.1.1 Aceite esencial de tomillo.

Para efectos de control de calidad y para la posterior cuantificacion del aceite retenido en

las microcapsulas, se realiz6 el analisis de cromatografia de GC/MS al lote de partida del

aceite esencial de tomillo que permitié identificar 24 componentes, que se ilustran en la

Tabla 3-1 y cuyo perfil cromatogréafico se presenta en la Figura 3-1.

Tabla 3-1: Perfil de composicion del aceite esencial de tomillo obtenido mediante

GC/MS.
# Pico Nombre Compuesto Area Proporcion
(%)
1 Tricicleno 2595187,37 0,10
2 a-pineno 47920962,05 1,99
3 Canfeno 11738750,52 0,48
4 Sabineno 12540253,88 0,52
5 Pineno 4618000,99 0,19
6 B-pineno 41079026,99 1,71
7 3-careno 1809279,04 0,07
8 p-cimeno 366627131,58 15,30
9 D-limoneno 1093935066,35 45,65
10 p-mentha-1,4(8)-diene 3640225,07 0,15
11 B-linalool 60298337,54 2,51
12 exo-Fenchol 1851865,86 0,07
13 Trans-p-mentha-2,8-dienol 1901098,99 0,07
14 Canfor 13749643,71 0,57
15 iso-B-terpineol 67276057,53 2,80
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# Pico Nombre Compuesto Area Proporcion
(%)
16 Isoborneol 37415944,45 1,56
17 Endo-borneol 72193356,86 3,01
18 2-isopropenyl-5-methylhex-4- 629305,79 0,02
enal
19 Terpinen-4-ol 3692964,90 0,15
20 a-terpineol 76655032,08 3,20
21 y- terpineol 23023995,52 0,96
22 Timol 437608387,74 18,27
23 Cariofileno 9368880,78 0,39
24 Eremofileno 1768160,69 0,07

Figura 3-1: Cromatograma del aceite esencial de tomillo (20 uL/980uL), obtenido

mediante GC/MS con impacto electrénico.
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Los principales componentes del aceite esencial de tomillo objeto de esta investigacion,
observados en el analisis de cromatografia de gases acoplado a masas, fueron el
monoterpeno ciclico D-limoneno (45,65%), el monoterpeno fendlico timol (18,26%) vy el
monoterpeno hidrocarbono p-cimeno (15,30%); el D-limoneno, fue seleccionado como
marcador analitico por ser el componente mayoritario. De acuerdo con estos resultados,
la composicion quimica identificada corresponde a un quimiotipo de Thymus Vulgaris que

hasta la fecha no ha sido reportado, al cual nombraremos quimiotipo D-limoneno, ya que
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es el monoterpeno dominante en este aceite esencial. Los quimiotipos que se han
identificado previamente corresponden a geraniol, a-terpineol, tuyanol-4, linalol, carvacrol,
timol, 1,8-cineol (176—178) borneol, hidrato de sabineno y ciclocitral/verbenol (179). Por
otro lado, Satyal y colaboradores describieron 20 quimiotipos de T. vulgaris a partir de un
andlisis jerarquico de conglomerados basado en 85 composiciones de aceites
esenciales, observando que el quimiotipo mas comun fue el timol (46% de las muestras)
y el segundo fue el tipo p-cimeno/timol (21%). No obstante, en ninguno de estos 20

guimiotipos se report6 el D-limoneno como componente mayoritario.

Como se anot6 previamente, los diferentes quimiotipos de aceite esencial de tomillo se
presentan dependiendo del suelo, del clima, de la época y del tiempo de recoleccion,
entre otros aspectos que inciden en la existencia de estos polimorfismos quimicos. Por
ejemplo, Gouyon y colaboradores concluyeron que la humedad del suelo tiene influencia
en la estructura del quimiotipo ya que en entornos Xéricos estables se expresan los
guimiotipos fendlicos timol y carvacrol, mientras que en ambientes mas hamedos se

favorecen los quimiotipos no fendlicos (180).

Al comparar con los resultados de investigaciones de aceite esencial de tomillo en el
territorio nacional (Tabla 3-2), se evidencié que los quimiotipos mas reportados
corresponden a timol, mientras so6lo hay un quimiotipo referente a 3-pineno/1,8-cineol/o-
cimeno; adicionalmente, la proporcion del componente D-limoneno encontrada es muy

baja, no superando el 0,3%.
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Tabla 3-2: Componentes mayoritarios del aceite esencial de tomillo reportados por otros

investigadores en Colombia.

Componentes

o Zona de cultivo Investigadores
mayoritarios
Timol (30.6%) Invernaderos de la Facultad de Roldan (8)
\-terpineno (27.3%) Agronomia de la Universidad
p-cimeno (10.9%) Nacional de Colombia, Bogota
Timol (31.67%) Rionegro, Antioquia Morales (64)

p-cimeno (14.93%)

\-terpineno (12.07%)

Timol (21,2%) Bucaramanga Parra (181)
p-cimeno (20,2%)

|-terpineno (10,5%)

Timol (63,46%) Cundinamarca Matiz y

p-cimeno (15,55%) colaboradores (150)
Carvacrol (12,48%)

3-pineno (29,0%) Fusagasuga, Cundinamarca Coy y Acosta (182)

1,8-cineol (21,5%)
o-cimeno (17,9%)

De acuerdo con la composicidon quimica identificada, considerando los componentes
mayoritarios encontrados, se confirma la actividad biolégica esperada (antimicrobiana y

antifungica) del aceite esencial, segun la literatura, como se muestra a continuacion:

Para el D-limoneno, componente principal que pertenece a los hidrocarburos
monoterpénicos ciclicos (183), se ha reportado actividad antimicrobiana débil (184-186),
antifingica (187), antioxidante (188), quimiopreventiva (189), anticancerigena (190) y
antidiabética (191). Se plante6 que el mecanismo antimicrobiano del limoneno se da por
acumulacion en la membrana plasmatica microbiana causando pérdida de la integridad
de la misma (192). En cuanto a la actividad bioldgica del timol, monoterpeno fendlico y
segundo componente mayoritario, se han demostrado sus amplias propiedades
antimicrobianas (183,193-195), antioxidantes (196), antiinflamatorias (197) vy
anticancerigenas (198), entre otras (199). Como mecanismo de accion antibacteriano se
ha planteado la afectacion de la permeabilidad de la membrana al causar disrupcion, asi
como la interaccion con proteinas de membrana y dianas intracelulares de las bacterias

(200). De igual forma, para el p-cimeno se ha reportado actividad antimicrobiana contra
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E. coli (201), asi como actividad antifungica (187). Otros compuestos minoritarios que
también poseen accion antimicrobiana y antifingica, que pueden actuar sinérgicamente,
son a-terpineol (3,20%), B-linalool (2,51%), a-pineno (1,99%) y B-pineno (1,71%) (202— 206).

= Densidad e indice de refraccion
El promedio de densidad especifica obtenido fue 0,8784 g/mL a 17 + 1 °C y de indice de
refraccion fue 1,4343a 21 +1 °C.

Estos resultados son similares a los reportados por Coy y Acosta, quienes encontraron
valores de 0,78-0,80 g/mL y 1,4900-1,5002 correspondientes a densidad e indice de
refraccion para aceite esencial de tomillo, respectivamente (182), mientras Soto-Mendivil
y colaboradores informaron valores de 0,939 g/mL y 1,4914 para estas mismas
propiedades (207). Las diferencias encontradas posiblemente se relacionan con la

variacion en la composicion del aceite, de acuerdo con lo explicado previamente.

3.1.2 Almidoén de name modificado

El rendimiento del proceso de extraccién del almidon de fiame nativo seco fue de
aproximadamente 20% a partir del material vegetal, lo que correspondi6 a 2 kilogramos.
Este resultado es similar al reportado previamente para este mismo tubérculo Dioscoria
rotundata por Moorthy y Nair (208); mientras que fue superior a lo reportado por otros
investigadores (136,137,209).

El material obtenido fue de color blanco grisaceo, libre de material extrafio, olor y textura
parecida a la del almidén de maiz, y mantuvo estas caracteristicas organolépticas luego

de su modificacion, tal como se muestra en la Figura 3-2.
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Figura 3-2: Aspecto del almidén de fiame succinatado.

» Determinacién del grado de sustitucién (DS)
Para verificar la reaccién de sustitucién por parte del reactivo OSA (cadenas de ocho
carbonos) en las cadenas poliméricas del almidon de fiame, se realizd esta prueba. Los

resultados se presentan en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Grado de sustitucion de los lotes de almidén hidrolizado y lipofilizado con

reactivo OSA.

Lote almidén de Grado de sustitucion
fiame modificado

1 0,0106

2 0,0127

3 0,0105

Los valores obtenidos estan conformes con lo reportado en investigaciones previas en
las que realizaron modificacion por succinatacion con reactivo OSA en almidones
(166,210).

= Capacidad emulsificante
Los resultados de este ensayo tanto para el almidén modificado como para el almidén
nativo se presentan en la Tabla 3-4. En la Figura 3-3 se ilustra la diferencia en el

comportamiento de cada almidén para esta prueba.
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Tabla 3-4: Capacidad emulsificante de los almidones de iame modificado y nativo.

Tipo de almidon VTL (mL) VCE (mL) ER (%)
Nativo 45,5 0 0
Modificado 46,5 13 27,9

n=2; VTL: volumen total del liquido; VCE: volumen capa emulsificada; ER: emulsion remanente

Figura 3-3: Aspecto de las emulsiones formadas después de 24 h en reposo.

Los valores obtenidos en este ensayo son inferiores a los reportados por Matiz y
colaboradores (150), 61-68%, y Torrenegra y colaboradores (137), 61-69%, para el
almidon de Aiame modificado con anhidro dodecenil succinico (DDSA), en condiciones
similares a las empleadas en este estudio. Esta diferencia puede estar relacionada con el
mayor nimero de unidades en la cadena carbonada que posee el DDSA en comparacion

con el OSA, lo que lo hace mas hidrofébico.

= Andlisis por espectroscopia infrarroja (IR)

La modificacion del almidéon de fiame se confirmd mediante IR, comparando las
diferencias entre los espectros del almidén nativo con el modificado, corroborando las
interacciones entre el grupo OH de la glucosa y el grupo carboxilo del anhidrido, tal como

se presenta en la Figura 3-4.
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Figura 3-4: Espectro infrarrojo del almidon de fiame nativo y del almidon modificado por

succinatacion.

<] ! Almidon fname modificado ___
. Almidon flame nativo ___

%T |

En el espectro infrarrojo, se observa tanto la sefial caracteristica del almidon modificado
gue corresponde a la vibracion del grupo carbonilo (C=0) perteneciente al carboxilo de la
cabeza que queda libre del anhidrido succinico en la regién de 1705,07 cm™, el cual esta
ausente en el almidon de fname nativo, como la vibracion de estiramiento inverso del
carbonilo (O-C=0) en la regi6on de 1566,2 cm™. Estos resultados concuerdan con los
reportados en la literatura previamente para modificacion por succinatacion de almidones
(166,211-213).

3.1.3 Condiciones de emulsificacidén y caracterizacion

Las condiciones de emulsificacion determinadas se describen en la Tabla 3-5. Los dos
tipos de matriz definidos, G/M y G/M/ANS, permitieron la emulsificacion del aceite. La
relacion de fases oleosa/acuosa que emulsificé fue 1:6. La velocidad de homogenizacion
adecuada fue de 13000 rpm y el tiempo entre 15 y 20 minutos. La viscosidad de ambas

emulsiones se encontraba muy por debajo del limite maximo permitido (300 cps) para la
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alimentacion en el equipo de secado por aspersion.

Tabla 3-5: Condiciones de emulsificacién del aceite esencial de tomillo

seleccionadas.

con las matrices

. Velocidad de Tiempo de ) .
Relacion . o o Viscosidad
Ensayo ) . Matriz homogenizacion | homogenizacién | Resultado
AET:matriz . (cps)
(rpm) (min)
1 1:4 G:M (50:50) 15000 30 NO. ., | No medido
emulsifico
N .
2 1:5 G:M (50:50) 15000 20 0. ., | No medido
emulsifico
3 1:6 G:M (50:50) 13000 20 Emulsifico 200
G:M:ANS i
4 1:6 (1/3:1/3:1/3) 13000 15 Emulsifico 112,5

G: Goma arabiga, M: Maltodextrina, ANS: Almidén de fiame succinatado. AET: Aceite esencial de tomillo

El aspecto visual observado de las emulsiones fue adecuado, sin evidenciar separacion
de fases durante 24 horas ni goticulas de aceite sin emulsificar, como se muestra en la
Figura 3-5. No obstante, si se evidencio separacion de fases durante el almacenamiento
a temperatura ambiente y de refrigeracion en el lapso de 7 dias, siendo mayor a medida
gque transcurria el tiempo. Cabe anotar que con la agitacion mecénica se lograban

dispersar nuevamente las fases separadas.

Figura 3-5: Aspecto de las emulsiones seleccionadas para el DEE.

d)

Las imagenes a y b corresponden a la matriz goma/maltodextrina/almidéon de fame

succinatado; y las imagenes c y d corresponden a la matriz goma/maltodextrina.
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3.1.4 Microencapsulacion y caracterizacion de las microcapsulas

Las condiciones definidas para cada experimento segun el DEE se muestran en la Tabla

3-6. Por su parte, los resultados de la caracterizacion de estos experimentos se

presentan en la Tabla 3-7.

Tabla 3-6: Condiciones para la obtencién de los experimentos del disefio estadistico

experimental.

Factores
Experimento I\{Iatriz. _Fl,ujo F.Iujo_, . Flujo 3 Ter.nperaty,ra
polimérica Nitrogeno aspiracion = alimentacion | deinyeccion
(L/h) (m3n) (mL/min) °C)
1 G/M 414 32 6 142
2 G/M 414 38 3 142
3 G/M 601 32 6 138
4 G/M 601 38 3 138
5 G/M/IANS 414 32 3 142
6 G/M/IANS 414 38 6 142
7 G/M/IANS 601 32 3 138
8 G/M/IANS 601 38 6 138

G: Goma arabiga, M: Maltodextrina, ANS: Almidon succinatado

Tabla 3-7: Resultados de las variables caracterizadas para los experimentos del disefio

estadistico experimental.

Experimento

Variables respuesta

*EE: eficiencia de encapsulacion; DV90: tamafio de particula.
Los valores se expresan como el promedio + la desviacion estdndar para tres determinaciones.

Rendimiento EE* DV90* Span
(%) (%) (Hm)
1 3,69 34,65 + 0,53 40,60 + 0,98 10,51 + 0,02
2 5,40 34,17 £ 0,16 36,67 £ 0,60 9,13 £ 0,07
3 4,14 4570+ 0,41 47,67 £ 2,00 13,11 + 0,78
4 6,56 46,16 £ 0,67 46,30 + 2,09 12,34 + 0,37
5 34,55 87,12 + 2,46 52,00 + 0,36 1,63 £ 0,02
6 23,51 69,72+ 1,51 52,93 + 0,25 1,40 + 0,02
7 31,79 87,47 £ 0,98 74,50 + 1,30 2,36 £ 0,02
8 28,73 86,70 £ 2,59 56,03 + 0,25 1,81+ 0,01
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Para evaluar los resultados anteriores y seleccionar las condiciones mas adecuadas para
la microencapsulacion, se realizé un andlisis estadistico de cada variable respuesta
respecto a los factores del DEE. En la Figura 3-6 se presenta una grafica de comparacion
entre los efectos de los factores frente al t para ver su significancia sobre cada variable.

Figura 3-6: Influencia de los factores frente a t y su significancia en las variables

respuesta.

—~ ® Rendimiento
=3
P ®EE
N—r
- Dvo0
= Span

Matriz Flujo de Flujo de Flujo de Temperatura
polimérica Nitrégeno aspiracion alimentacién inyeccion
Factores

Como se puede apreciar en la figura anterior, solo el factor matriz polimérica en el nivel
alto tuvo un efecto estadisticamente significativo, con un p<0,05, sobre las variables
respuestas rendimiento, eficiencia de encapsulacién y tamafio de particula. En otras
palabras, la presencia del almidon modificado en la matriz polimérica favorecié para
obtener mayores rendimientos del proceso, eficiencias de encapsulacibn mas altas y
tamafos de particula mas grandes, lo cual coincidi6é con las caracteristicas deseadas. En
contraste, el factor matriz polimérica en el nivel bajo tuvo un efecto estadisticamente
significativo sobre la variable respuesta span, es decir, que la matriz polimérica
conformada solo por goma ardbiga y maltodextrina aument6 esta variable respuesta,
mientras que la matriz polimérica que contenia almidén modificado la disminuyd, esto

ultimo era lo pretendido para evitar una mayor variabilidad en los tamafios de particula.

Por otro lado, los demés factores no tuvieron un efecto estadisticamente significativo

sobre las demas variables respuesta por lo que el nivel elegido dependié del efecto
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deseado. El objetivo era maximizar las variables respuesta rendimiento, EE, Dv90 y
disminuir el span. En la Tabla 3-8 se presenta el analisis cualitativo realizado a partir de
los resultados del analisis estadistico del DEE y los niveles seleccionados para cada
factor de acuerdo con el efecto deseado.

Tabla 3-8: Resultados del analisis estadistico del disefio estadistico experimental.

Variable Efecto I\(Iatpz_ Elu!o de Flgjo qlg _FIUJo de_z’ Temperatura

respuesta deseado | polimérica | Nitrégeno | aspiracion | alimentacion

Rendimiento 0 + No No No No
Eficiencia de " N No No No NoO
encapsulacion

Tamafio de
particula DVeo 0 + No No No No

Span v No No No No No

A Maximizar; ¥ Minimizar

No: La variable de ensayo no tiene efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta en ninguno de los
niveles evaluados.

+: La variable de ensayo tiene efecto estadisticamente significativo sobre la variable respuesta en su nivel superior.

Teniendo en cuenta los resultados descritos, se seleccionaron las condiciones que se
presentan en la Tabla 3-9 para definir la formulacién y las condiciones del proceso de

microencapsulacion, las cuales coincidieron con las del experimento 7 del DEE.

Tabla 3-9: Condiciones seleccionadas para la formulacién de microcapsulas.

Matriz Flujo Flujo Flujo T
polimérica Nitr6geno aspiracion alimentacion inyeccion
G/M/ANS 601 L/h 32 m¥h 3 mL/min 138°C

La eficiencia de encapsulacion promedio de esta formulaciéon fue de 87,47%. Este
resultado refleja una muy buena interaccion de los biopolimeros, especialmente del ANS,
gue por su caracter lipofilico, debido a su larga cadena hidrocarbonada resulta mas afin

con el aceite, aumentando la capacidad de encapsulacion (214).
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El resultado de la EE es superior al obtenido por Tomazelli y colaboradores (57,37%),
empleando el mismo aceite y la misma técnica de microencapsulacion pero diferente
biopolimero, en este caso solo maltodextrina (149), lo que confirma la influencia del ANS
en el aumento en el valor de este pardmetro. Resultados similares o incluso superiores al
obtenido en esta investigacion se encontraron microencapsulando el aceite de tomillo

empleando otras técnicas y biopolimeros (13,150,153,157).

Respecto al tamafio de particula (74,50 um), los resultados estuvieron por debajo de lo
deseado, ya que el tamafio de la boquilla del equipo es de 1,5 mm. Se buscaba un
tamafio mayor teniendo en cuenta que los pollos recién nacidos prefieren alimentos con
diametros superiores a 0,7 mm, mientras que los pollos adultos tienen preferencia por
particulas mas groseras con tamafio superior a 1,20 mm (22,23). Este resultado
relativamente bajo puede deberse al alto valor del flujo del gas de secado. No obstante,
se deberia evaluar la aplicacion del producto obtenido en la alimentacion de los pollos de
engorde, con el fin de observar si es consumido directamente con el alimento o si se
requiere una operacion unitaria posterior a la microencapsulacion tal como granulacion o
peletizado. Por otro lado, el span obtenido fue satisfactorio (2,36) y es indicativo de la

homogeneidad entre las particulas.

En comparacion con lo encontrado en la literatura, el tamafio de particula obtenido en
esta investigacion fue considerablemente superior al reportado por Tomazelli y
colaboradores (10,37 um y span de 1,67) empleando el mismo método de encapsulacién,y
maltodextrina como material de recubrimiento (149). Estos resultados permiten deducir
gue el tamafio aumenta al incluir otros componentes en la matriz, asi como posiblemente

también hay influencia de las condiciones del proceso.

= Caracteristicas organolépticas
El color y aspecto observado corresponde a un polvo blanco, inicialmente con textura de
polvo suelto, y olor aromatico caracteristico a tomillo. En la Figura 3-7 se muestra el

aspecto de las microparticulas.
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Figura 3-7: Aspecto de las microparticulas de la formulacion definida.

= Fluidez
El &ngulo de reposo promedio obtenido fue de 45,35° + 1,25, el valor minimo obtenido
fue 43,87° y el valor maximo fue 46,38°. Estos resultados demuestran que el material
obtenido posee baja fluidez, de acuerdo con la clasificacion dada (167). Este
comportamiento puede derivarse de su tamafio de particula muy fino y de la cohesividad

entre las particulas debido al aceite superficial que no se encapsula (175).

= Eficiencia de carga
Se obtuvo una eficiencia de carga promedio de 78,83% + 0,98. Este valor fue inferior al
reportado por Tomazelli y colaboradores (87,16%) (149); en contraste con lo sucedido en
la eficiencia de encapsulacion que determina el aceite total encapsulado respecto al
tedrico y cuyo resultado de este estudio fue superior, en esta medicion se observa que un

porcentaje de este aceite quedo a nivel superficial.

= Morfologia
La Figura 3-8 presenta el aspecto de las microparticulas de aceite esencial de tomillo
observado por SEM mientras la Figura 3-9 muestra el aspecto de las microparticulas
vacias, es decir, s6lo con los componentes de la matriz polimérica sin el aceite esencial

de tomillo.
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Figura 3-8: Aspecto microcapsulas de aceite esencial de tomillo visualizadas por

microscopia electronica de barrido.

HY  Mag |Sig WD S —, Y Y — HV | Mag Sig| WD ! S —, T
25.0 kV 10000x BSE 9.1 mm)| Universidad Nacional de Colombia 25.0 kV 5000x BSE|9.0 mm Universidad Nacional de Colombia

Figura 3-9: Aspecto microcapsulas vacias visualizadas por microscopia electronica de

barrido.

Hy M ] e — HV Mag Sig WD

25.0 kW 50! 9.l Colombia 25.0 kW 2000x SE 8.0 mm| ive e Colombia

La morfologia de las microparticulas, observada mediante microscopia electronica de
barrido, fue ovalada o esférica, similar a lo encontrado en otro estudio (149). Se aprecian
algunas formas irregulares, las cuales puede relacionarse con las microparticulas que

inicialmente quedan adheridas al material de vidrio del equipo de secado por aspersion.
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Por el contrario, las microparticulas vacias se observan muy irregulares y comprimidas.
La forma esférica u ovalada de las microparticulas que contienen el aceite de tomillo las
hacen adecuadas, considerando la preferencia de los pollos hacia particulas con formas
de semillas.

= Estudio de estabilidad
Los resultados de este ensayo para los tres lotes de microparticulas de la formulacion
seleccionada se muestran en la Tabla 3-10 y graficamente en la Figura 3-10. A partir de
las areas del marcador D-Limoneno, observadas en las muestras analizadas en cada
tiempo de muestreo, se establecié que el maximo porcentaje en el que se disminuyo la
concentracion de este marcador fue de 37,8%, que corresponde a lo ocurrido en el dia 20
con el lote 3. Para los lotes 1 y 2, estos valores fueron de 32,3% y 36,5%,
respectivamente. Los resultados mostraron que en los cromatogramas se mantienen las
sefales de los componentes mayoritarios del aceite esencial de tomillo. La disminucion
en la concentracion podria atribuirse a la degradacion de los compuestos presentes en el
aceite, aunque se presume que esto ocurrié en baja proporcién ya que no hubo cambios
importantes en los cromatogramas a los diferentes tiempos evaluados. Se sugiere que

una parte del aceite esencial de tomillo posiblemente se volatilizo.
Tabla 3-10: Resultados de la variacién de la concentracién de D-limoneno, para tres
lotes del aceite esencial de tomillo microencapsulado, en funcién del tiempo a 30°C y

75% de humedad relativa.

Concentracion D-limoneno (ug/mL)

Réplica Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
Oh 24h 72h 7d 20d
Lote 1 1,89 1,37 1,28 1,19 1,03
Lote 2 1,59 1,32 1,23 1,10 1,01

Lote 3 1,60 1,32 1,21 1,07 0,99
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Figura 3-10: Comportamiento de la concentracion del D-limoneno en funcion del tiempo
a 30°C, 75% de humedad relativa (n=5).
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Aunque en este estudio no se evalud la porosidad de la matriz que conforma las
microparticulas, en la literatura cientifica se evidencian comportamientos con compuestos
volatiles microencapsulados que, al incluirlos dentro de un sistema reservorio que
contiene goma arabiga y maltodextrina individualmente, no presentan una suficiente
proteccion frente a la oxidacién (215-222). Este comportamiento es una consecuencia de
la porosidad que caracteriza a estos dos materiales, ya que estos poros o grietas
permiten la penetracién de la humedad y del oxigeno atmosférico, llevando a la posible
degradacién, especialmente por oxidacion de algunos de sus componentes, ademas de
las pérdidas por volatilizacion (215-222). En el presente estudio, no se hizo un
seguimiento a los productos de degradacion, por lo que no se podria afirmar de manera
contundente que esto hubiera ocurrido, se parte del hecho de que aparentemente,
ademas de los cambios en la concentracién del D-limoneno, no se evidencio la aparicion

de sefales nuevas en los cromatogramas.

No obstante, a pesar de los inconvenientes que reporta la literatura cientifica,
relacionados con la goma arabiga y la maltodextrina de manera individual, en otro trabajo
de investigacidon se demostr6 que este aspecto mejora en presencia de almidones
modificados. Este es el caso del almidén modificado HI-CAP 100 que suministré una alta

estabilidad al D-limoneno encapsulado, sugiriendo que la mejora podria deberse a la
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morfologia de las microcpsulas, las cuales se caracterizaron por su superficie lisa no
porosa (161). En la presente tesis, de acuerdo con las imagenes tomadas por SEM, que
ilustran una superficie lisa para las microcapsulas que incluyen al aceite de tomillo
(Figura 3-8), podria suponerse que la presencia del ANS en la composicion del material
de pared, junto con la goma arabiga y la maltodextrina, podria estar compensando los

problemas de porosidad demostrados en los estudios mencionados.

Aunque en el presente estudio hubo pérdidas en términos del D-limoneno de alrededor
del 35%, se considera que, bajo las condiciones evaluadas, la matriz polimérica ejercié
una proteccién al aceite, en comparacion con lo reportado en investigaciones similares,
(159,223).

Con esta investigacion, cuyo propdésito fue aportar al desarrollo de un microencapsulado
de aceite esencial de tomillo y su caracterizacion, se obtuvo un sistema microparticulado
con unas propiedades farmacotécnicas y de estabilidad, susceptibles de ser optimizadas,
sistema al que puede evaluarse su posible aplicacibn como promotor de crecimiento en

la produccion de pollos de engorde.



4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

El aceite esencial de tomillo fue identificado y cuantificado por cromatografia de gases
acoplada a espectroscopia de masas, evidenciando que sus componentes mayaoritarios
fueron D-limoneno (45,65%), timol (18,26%) y p-cimeno (15,30%) en un total de 24
componentes; el D-limoneno fue seleccionado como marcador analitico. Cabe destacar
gue la composicion quimica identificada en la presente investigacion no corresponde a
los quimiotipos de Thymus Vulgaris reportados en bibliografia hasta la fecha, por lo cual
se nombré como quimiotipo D-limoneno, al ser el monoterpeno dominante en el aceite
esencial de este estudio. Por otra parte, la densidad e indice de refraccién determinados

fueron 0.8784 g/mL y 1.43, respectivamente.

Los biopolimeros seleccionados para constituir la matriz de recubrimiento y que
conformaron la emulsion que se atomizé por secado por aspersion fueron goma arabiga,
maltodextrina y almidén de fiame modificado con anhidrido octenil succinico, dado que
no sélo poseen buena capacidad emulsificante, sino que también son grado alimenticio,

aptos para el consumo por parte de los pollos y posterior consumo humano.

El almidén de fiame modificado quimicamente por succinatacion con hidrélisis previa, se
caracteriz6 en cuanto al grado de sustitucioén que fue de 0.37, la capacidad emulsificante
de 27,9% y se verifico la modificacion quimica mediante espectroscopia infrarroja
observando la sefal caracteristica que corresponde a la vibracion del grupo carbonilo
(C=0) en la regiéon de 1705,07 cm™ perteneciente al carboxilo de la cabeza que queda
libre del anhidrido succinico, asi como la vibracién de estiramiento inverso del carbonilo
(O-C=0) en la region de 1566,20.
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Se evaluaron y seleccionaron las condiciones de emulsificacion, de manera que la
emulsion tuviera una estabilidad fisica aceptable previo a su atomizacién, definiendo una
relacion de fases oleosa/acuosa de 1:6, velocidad y tiempo de homogenizacién de 13000
rpm y 20 minutos, respectivamente. Para la matriz G/M se definié una proporcion 50:50
de cada dispersion de biopolimero y para la matriz G/M/ANS se definieron proporciones
equivalentes (1/3: 1/3: 1/3). Las viscosidades de las emulsiones fueron 200 cps para G/M
y 112,5 cps para G/M/ANS, siendo adecuadas para la alimentacién en el equipo de

secado por aspersion.

Se planted un disefio estadistico experimental (DEE) fraccionado 2° que contemplé ocho
experimentos, cuyas variables de ensayo fueron: tipo de matriz polimérica, temperatura
de inyeccion, flujo de nitrégeno, flujo de alimentacién y flujo de aspiracion; mientras que
las variables respuesta fueron: rendimiento, eficiencia de encapsulacion, tamafio de
particula e indice de dispersion. El analisis estadistico de los resultados del DEE
demostré que el tipo de matriz polimérica tuvo una influencia estadistica significativa en
las variables respuesta con un p<0,05, mientras que las demas variables de ensayo no
tuvieron una influencia estadisticamente significativa, por lo que el nivel elegido para
éstas dependié del efecto deseado. Se establecieron como condiciones de la formulacién
y del proceso las siguientes: matriz polimérica G/M/ANS, flujo de nitrogeno 601 L/h, flujo
de aspiracion 32 m®/h, flujo de alimentacién 3 ml/min y temperatura de inyeccion 138°C,

las cuales coincidieron con las condiciones del experimento siete, del DEE.

Se evaluaron y caracterizaron las propiedades farmacotécnicas de los sistemas
obtenidos. Los microencapsulados elaborados bajo las condiciones seleccionadas fueron
de color blanco, textura de polvo suelto y olor caracteristico a aceite de tomillo. El
rendimiento obtenido fue de 48.5%. La eficiencia de encapsulacién promedio de esta
formulacion fue de 87,47% mientras que la eficiencia de carga fue de 78,83%. El tamafio
de particula determinado como Dv90 fue de 74,50 um y el indice de dispersion o Span
fue de 2,36. La morfologia observada por SEM corresponde a particulas esféricas u

ovaladas.

Se evidencio la proteccion fisica que proporciond la cubierta polimérica al aceite esencial

de tomillo para disminuir su volatilizacion dado que el maximo porcentaje en que se
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disminuy0 la concentracion hasta los 20 dias de transcurrido el ensayo de estabilidad fue
de 37,8% para el lote 3, 36,5% para el lote 2 y 32,3% para el lote 1. Esta disminucion en
la concentracién podria atribuirse a la degradacion de los compuestos presentes en el
aceite, aunque se presume que esto ocurrié en baja proporcion, mientras se deduce que

una gran parte del aceite esencial de tomillo se volatilizo.

Se evidencid que las microparticulas de aceite esencial de tomillo obtenidas bajo las
condiciones definidas mediante el método de secado por aspersion usando biopolimeros
como materiales de matriz, cuentan con las caracteristicas basicas iniciales para ser

empleadas con una posible aplicacion en la alimentacion de pollos de engorde.
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4.2. Recomendaciones

Evaluar la estabilidad quimica, realizando la comparacién con el sistema microparticulado
seleccionado. Para ello, a la formulacion elegida se le incluiria en el aceite, antioxidantes
liposolubles tipo fendlicos para complementar la proteccion brindada por la
microencapsulacion y de esta manera determinar si se da una mejora en la estabilidad
frente a la oxidacion, habiendo previamente establecido la metodologia analitica para tal

fin.

Profundizar en la influencia de la porosidad de la matriz polimérica sobre la estabilidad

del aceite esencial de tomillo microencapsulado.

Optimizar la formulacion seleccionada, considerando aquellos factores que tuvieron

mayor influencia sobre las variables respuesta elegidas.

Realizar los estudios del comportamiento de liberacion del aceite esencial de tomillo a

partir de los sistemas desarrollados.

Desafiar el (los) sistema(s) microparticulado(s) en un estudio de campo, para evaluar su

empleo como posible promotor de crecimiento.

Realizar el estudio de estabilidad que permita establecer la vida atil del sistema

microparticulado con miras a una posible aplicacién comercial.
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