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1. INTRODUCCION

México ocupa el primer lugar como exportador de aguacate a nivel mundial, dejando
una alta derrama econdémica. Sin embargo, actualmente la producciéon de aguacate se
ve amenazada por el escarabajo Xyleborus glabratus, vector del hongo simbionte
Raffaelea lauricola. Este hongo causa la enfermedad de marchitez del fruto, asi mismo
dicho escarabajo se adapta e infesta rapidamente los sembradios de aguacate como
se ha observado en Estados Unidos de América desde el ano 2002.

Si bien es posible la aplicacion de plaguicidas sintéticos, su uso frecuente es causal de
contaminacion en el medio ambiente, asi como afecciones a la salud humana; esto
debido al hecho de que solo el 0.1% de lo que se aplica al cultivo es aprovechado
realmente por la planta. La pérdida de los plaguicidas se da debido al drenado con
agua, la volatilizacion y la foto degradacion de sus activos, obligando a los agricultores
a utilizar cantidades excesivas de estos para controlar las plagas. Una alternativa a
dichos plaguicidas sintéticos son los bioplaguicidas los cuales son compuestos
derivados de plantas o producidos por microrganismos. Los aceites esenciales se
plantean como potenciales pesticidas, asi como atrayentes de insectos. El
microencapsulamiento de estos activos con biopolimeros aumenta su eficacia al
aplicarlos en el campo. El uso de dichos compuestos evitaria la generacion de
resistencia por parte de las plagas, asi como la disminucion de la contaminacion de
suelos y la nula aparicion de enfermedades disminuyendo la afeccion a la salud
humana.

El presente trabajo de tesis aborda el desarrollo de sistemas encapsulados de un aceite
esencial, como atrayente del escarabajo ambrosial Xyleborus glabratus, en matrices
hibridas de biopolimeros empleando la técnica de spray drying.
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2. ANTECEDENTES

2.1.- Escarabajo Ambrosial Xyleborus glabratus: una amenaza de plaga para el
aguacate.

El escarabajo ambrosial del laurel rojo (Xyleborus glabratus) (Figura 2.1) es nativo de
India, Japdn, Myanmar y Taiwan. Sin embargo, el origen del hongo de la marchitez del
laurel que acomparfia al escarabajo es desconocido. Por separados, ambos no
constituyen una plaga en su area de distribucion nativa. La expansion de la plaga en
los Estados Unidos de Norteameérica, presumiblemente tiene su origen en el estado de
Georgia mediante la llegada de materiales de empaque contaminados (cajas de
madera) con el escarabajo. Esta plaga que constituye el binomio simbidtico insecto y
hongo ataca a varias especies de plantas en Asia que incluyen a Lindera latifolia, Litsea
elongate y Shorea robusta. Pero a pesar de esto no existe reporte alguno de la
presencia de esta plaga en Asia atacando la planta del aguacate (Persea americana).’

UGA1413004 BN UGA1413003

El Xyleborus glabratus se detect6 por primera vez en E.U.A, en el puerto de Wentworth,
Georgia, en 2002. En 2004 (Figura 2.2), se detecto en Hilton Head, Carolina del Sur
en arboles del laurel rojo (Persea borbonia I.); posteriormente se detectd en varios
condados de Georgia y cerca de Jacksonville, Florida. Estas especies de arboles
colonizados por X. glabratus en Georgia, Carolina del Sur y Florida murieron en menos
de un ano a causa del hongo diseminado por el escarabajo. Se ha encontrado que 12
especies de plantas nativas y tres especies introducidas de la familia Lauraceae
podrian estar en riesgo. A nivel mundial cuatro de estas especies de plantas nativas
son consideradas en peligro o vulnerables a la extincion. Asi mismo se ha confirmado
que esta especie es capaz de colonizar arboles de Persea americana (Aguacate),

7
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puesto que se obtuvieron especimenes de escarabajo adulto recién salidos de arboles
muertos, por lo cual se considera una gran amenaza para la industria aguacatera en
Florida y California.?

S h“...

w | ESTATUS DE LA PLAGA

B Fresente
—

Aozenta

Por la cercania de México con los Estados Unidos de Norteamérica, la llegada de estos
complejos escarabajos y hongos a México podria traer enormes impactos naturales y
economicos en los ecosistemas forestales nativos y cultivados. Por ejemplo, los
estados mexicanos de Chiapas, Oaxacay Veracruz poseen 120 especies de lauraceas
(90% de la diversidad de lauraceas del pais). Solo en Veracruz se han reportado 55
especies de lauraceas, 19 de ellas endémicas. México también tiene la mayor
produccion de aguacate en el mundo, representando una industria millonaria.*

A nivel mundial, México es el principal productor de aguacate; pues en 2012 concentro
cerca del 30.19% de la produccion mundial (Figura 2.3), seguido de Indonesia y de
Republica Dominicana. Por otra parte, a nivel nacional la produccion de aguacate ha
crecido de manera importante en los ultimos arios; pues entre 2002 y 2015 la tasa de
crecimiento promedio anual fue del 4.2%, mientras que entre 2011 y 2015 el
crecimiento promedio fue del 8.7%. En el 2015 se produjeron un millon 624 mil
toneladas de aguacate, y para julio del 2016 la produccion alcanzé las 986 mil
toneladas.®
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® Mexico @ Chile @ Republica Dominicana
@ Indonesia @ Colombia @ Restodel mundo
Figura 2.3. Principales paises productores de aguacate en 2010, informacion obtenida de
la FAO.

Debido a la cercania de las areas afectadas en Estados Unidos de Norteamérica, con
la frontera de México (Figura 2.4), en nuestro pais se realizan actividades de vigilancia
fitosanitaria para la deteccion oportuna del complejo escarabajo ambrosial del laurel
rojo, a través del establecimiento de rutas de trampeo, rutas de vigilancia y
exploracion.®

9 aar ESTATUS FITOSANIATARIO, MAYO, 2015
A C jo de E j ia del laurel rojo - Xy g / LaNGIF

Simbologia
/\/ Limites estatales (MEX)
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A\ Division teritorial pais —— 5357787
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Bl o encontrado PR el

Fuente: Chiss et sl 2000)

mecanco
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Figura 2.4. Estatus fitosanitario del escarabajo ambrosial del laurel rojo.®
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2.1.1.- Hongo Raffaelea lauricola

En la parte sureste de los EE.UU., la mortalidad generalizada del laurel rojo (Persea
borbonia) se ha observado desde 2003. La enfermedad se ha denominado “Marchitez
del laurel”. La causa de esta mortalidad de arboles y causante de la enfermedad se ha
identificado como Raffaelea lauricola (Figura 2.5), un hongo que sirve como alimento
para el escarabajo ambrosial del laurel rojo Xyleborus glabratus.”

Figura 2.5. Conidiéforos y conidios de Raffaelea lauricola.®

Como en el caso de muchos escarabajos ambrosiales, el Xyleborus glabratus tiene una
relacion simbidtica con este hongo. Mientras es transportado por el escarabajo, el
hongo se encuentra en fase de levadura.®

La hembra adulta del escarabajo transporta las esporas del hongo (Raffaelea lauricola)
en una bolsa especial denominada “micangio”, que se encuentra en su boca. A medida
que el escarabajo taladra el arbol formando galerias, las esporas transportadas en el
micangio las inoculan, germinan y colonizan la albura de la planta hospedera (Figura
2.6)."

A
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__ Pioneer beetle
lands on bark

Boring attempt

Ataque a arboles bajo estrés

Modified form Six et al. 2011

Las hifas del hongo en la albura colonizada bloquean el movimiento del agua y
nutrientes en el arbol (Figura 2.7).

Los sintomas de la marchitez del laurel son tipicos de aquellos causados por otros
patdgenos de marchitamiento vascular; incluyendo la decoloracion vascular,
marchitamiento rapido, necrosis del follaje y defoliacion (Figura 2.8).7
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2.1.2.- Planes de Accidén y Prevencion

En México se llevan a cabo actividades de vigilancia epidemiologica fitosanitaria para
la deteccion oportuna de este complejo escarabajo ambrosial. Como actividades
esenciales, se exploran rutas de trampeo asi como el establecimiento de rutas de
vigilancia en los estados de California, Baja California Sur, Campeche, Colima,
Chiapas, Ciudad de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas,
Veracruzy Yucatan, a través de la instalacion y revision de plantas centinela en posibles
puntos de ingreso del territorio nacional.®

Asi mismo en las areas agricolas y zonas forestales se realiza monitoreo e inspecciones
constantes, con el fin de poder detectar signos en arboles infectados (amarillamientos,
decoloraciones, marchitamientos, orificios de entrada, etc.) que puedan hacer
sospechar de la presencia del escarabajo ambrosial. En este sentido, una de las
técnicas mas empleadas para la deteccion y monitoreo es a través del uso de trampas
de “Lindgren” en las cuales se coloca un “cebo” plaguicida con propiedades atrayentes
para el escarabajo.?

En un principio los cebos utilizados eran tallos del laurel rojo los cuales atraian
facilmente al escarabajo, sin embargo debido a la dificultad para conseguirlos se ha
optado por el uso de semioquimicos y aceites esenciales de Manuka y de Phoebe ya
que liberan volatiles atrayentes del escarabajo."’
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2.2.-Aceites esenciales como plaguicidas naturales atrayentes

Hay muchos organismos que confian y responden a estimulos quimicos generando
respuestas de comportamiento o del tipo fisiolégicas.' Esta bien documentado que
diversas especies de insectos se ven atraidos a su alimento por los compuestos
volatiles que estos despiden como es el caso de las plantas, especificamente.

Se ha demostrado que los aceites esenciales pueden atraer insectos beneficiosos
mientras repelen otros insectos perjudiciales (Figura 2.9)."® Generalmente esto es
atribuido a la presencia de compuestos terpenoides volatiles.™
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Diseminadores
de semillas

Cebado
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2.2.1.- Aceites Esenciales Como Atrayentes De Xyleborus glabratus

Hay muchos organismos que confian y responden a estimulos quimicos generando
respuestas de comportamiento o fisiolégicas. Por ejemplo, los animales buscan y
encuentran a sus compafieros de apareamiento, o se defienden de posibles agresores,
por medio de cierto tipo de sefales. De esta manera se establecen relaciones mediadas
por sustancias, a las que se les denomina en la literatura técnica como semioquimicos.
Dichos estimulos que en general son evolutivamente ventajosos al organismo emisor,
pueden ser clasificados como: a) feromonas 0 como b) alelomonas. En el primer caso,
se trata de sefiales cuyos receptores son miembros de la misma especie que las emite
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y son ventajosas para ambos organismos entre los cuales se establece la
comunicacion. En el segundo caso, se trata de sefales beneficiosas para quien las
emite, pero perjudiciales para los organismos receptores, los cuales suelen ser
miembros de diferentes especies.’

El desarrollo de programas eficaces de deteccion, monitoreo y control basados en
semioquimicos para reducir la propagacion de Xyleborus glabratus requiere una
comprension de la ecologia quimica del insecto y de los comportamientos de busqueda
de hospedadores de este.™

Para el caso especifico del Xyleborus glabratus, si bien este tipo de escarabajo no utiliza
feromonas para atraer a sus parejas, las hembras generalmente son atipicas en cuanto
a su comportamiento de busqueda de huésped. Estos insectos atacan tanto arboles
enfermos como, arboles vivos y no se ven atraidos por el etanol, el cual es un volatil
que comunmente desprenden los arboles en descomposicion. La hipétesis actual, es
que las hembras dispersantes detectan, a través de receptores olfatorios antenales,
una mezcla de terpenoides volatiles, caracteristicos de las lauraceas (Figura 2.10).®

En un estudio reciente, Paul Kendra et. al. examiné nueve especies dentro de las
lauraceas para determinar la atraccion del Xyleborus glabratus en relacion con las
emisiones fitoquimicas de la madera anfitriona. Ademas del a-copaeno, las emisiones
de otros tres sesquiterpenos (a-cubebeno, a-humuleno, B-cariofileno y y-cadineno) se
correlacionan positivamente con la atraccion a la lauracea.®

%

Figura 2.10. El escarabajo se ve atraido al drbol hospedero debido a los voldtiles que estos
liberan.
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Sabiendo el tipo de voléatiles que traen al escarabajo ambrosial se ha planteado utilizar
estos como sefiuelos o como cebos atrayentes; los cuales podrian colocarse en un
dispositivo trampa, las cuales capturarian al insecto.® Estas trampas serian ubicadas

en puntos clave para la deteccion del Xyleborus glabratus tales como zonas
comerciales de aguacate, preferentemente en sitios de riesgo de introduccion de la
plaga como fronteras, aeropuertos, puertos, viveros, aserraderos, centros de acopio,
estacionamientos, sobre carreteras, zonas experimentales, centrales de abasto,
parques, areas naturales, etc.?

Se han realizado estudios donde se ha encontrado que el aceite esencial de Manuka 'y
el aceite esencial de Phoebe resultan efectivos como fuentes atrayentes para el
Xyleborus glabratus, los cuales pueden ser utilizados en sefiuelos en el campo. Sin
embargo, también resultaron ser efectivos en atraer a insectos no objetivos, por lo cual
no mostraron ser selectivos, aunado al hecho de que su aplicacion directa solo
presenta una longevidad de 2 a 3 semanas. Lo anterior debido a la facil volatilizacion
de este tipo de compuestos.’®

En un estudio realizado por Paul Kendra y col. en 2014, se evaluaron otras especies de
aceites esenciales como atrayentes, tales como el aceite de cubeba, raiz de jengibre,
semilla de angélica, arbol de té y aceite de naranja (Figura 2.11). En este estudio, se
encontro que el aceite de cubeb (Piper cubebea) (Figura 2.12) resultod ser efectivo para
atraer a la hembra del Xyleborus glabratus, por lo cual se tiene como una buena opcion
como cebo atrayente.®
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Figura 2.12. Planta Piper Cubeb de donde se extrae el aceite esencial de cubeba.

En un analisis cromatografico realizado por Singh et.al., se encontré que el aceite
esencial de cubeb (Piper cubeb |.) contiene cerca de 44 componentes volatiles. El
aceite se caracterizO por contener grandes cantidades de hidrocarburos
sesquiterpenos (48.4%) y monoterpenos (36.3%) acompafados de pequeinas
cantidades de monoterpenos oxigenados (7.2%) y sesquiterpenos oxigenados (5.9%).
Sabineno (19.4%), B-cubebene (18.3%), a-copaene (8.8%), B-felandreno (5.9%),
linalol (4.9%) y cubebol (4.7%) fueron los principales componentes.'” Las estructuras
de estos componentes se pueden observar en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Componentes detectados en el aceite de cubeb y sus estructuras.

COMPONENTE ESTRUCTURA

Sesquiterpenos

Monoterpenos

i
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Monoterpenos oxigenados Curred Carvos
Sesquiterpenos oxigenados ;ﬁ

0
x
)
o] OH
0 OH
HO

Sabineno

sabineno

B-Cubebene

a-Copaene —

B-Felandreno

p-felandreno

Linalol HO

Linalol

Cubebol

A pesar de la efectividad encontrada en los aceites esenciales, una de las desventajas
que limitan su aplicacion en campo, ha sido su sensibilidad a:

e La degradacion por oxidacion.

" i
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e |a degradacion por accion de la luz ultra violeta.
e Y la pérdida por volatilizacion.

Por tanto, los efectos ocasionados por factores externos como la temperatura, la luz'y
el oxigeno atmosférico deben ser considerados para su aplicacion en campo. Ademas,
la presencia de impurezas también pueden regir la estabilidad de estos.™

Diversas investigaciones han sido realizadas para aumentar la resistencia a la
degradacion de plaguicidas de aceites esenciales, asi como para prolongar su tiempo
de accion. Una de las estrategias implementadas ha sido el proceso de
microencapsulacion en el cual sustancias o agentes activos son recubiertos o
atrapados en particulas de tamafios micrometricos. Esta estrategia permite obtener la
liberacion lenta o controlada de los activos, mejor manejo de las sustancias asi como
la extension de vida util del bioactivo protegiéndolo de los factores externos antes
mencionados.'®

2.2.2.- Encapsulamiento de aceites esenciales utilizando biopolimeros como matriz
encapsulante

Los aceites esenciales son usados principalmente en el area alimenticia, con el fin de
proporcionar sabores u olores a ciertos alimentos, sin embargo, como ya se ha
mencionado, estos compuestos son altamente sensibles a diversos estimulos en el
entorno, por lo cual la eficiencia de su aplicacion puede llegar a ser limitada. Por lo
anterior se ha optado por utilizar la microencapsulacion, a fin de proteger estos
compuestos durante su procesado, garantizando asi una mejor eficiencia.

La opcidn del uso de matrices encapsulantes basadas en biopolimeros para encapsular
y liberar agentes activos en el area agricola ha tomado un gran interés, esto es debido
a que los agentes activos, principalmente fertilizantes encapsulados en matrices de
polimeros sintéticos suelen dejar residuos no deseados de dicha matriz en el suelo. La
mayoria de los polimeros utilizados (poliolefinas, resinas alquidicas y resinas similares
al poliuretano, que son las que se usan principalmente) se descomponen de manera
muy lenta en suelo sin aportar nada o simplemente no se descomponen en absoluto.
El uso de dichas matrices puede llevar a la acumulacion indeseable de residuos de
hasta 50kg al afio.?°

Los aceites esenciales han sido mayormente utilizados en la industria alimenticia, por
lo que se han utilizado matrices encapsulantes de biopolimeros, entre los cuales se
encuentran la goma arabica, maltodextrinas, quitosano, almidones, asi como mezclas
de estos. La Tabla 2.2 muestra algunos de los biopolimeros mas utilizados para el
encapsulamiento de aceites esenciales, en la cual se describe el tipo de aceite esencial
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encapsulado, el tipo de matriz encapsulante, asi como la concentracion de aceite en el
sistema encapsulado.

AUTOR MATRIZ ACEITE PORCENTAJE
ENCAPSULANTE ENCAPSULADO en la capsula
Anupam Kujur y Quitosano/Acido Gaultheria 0.5%
col. (2017)* cinamico procumbens
Natalia Barbieri y Ciclodextrinas Orégano 37.5%
col. (2018)%
Renata Almiddén de maiz Menta 15.25%
Baranauskiene y modificado
col. (2007)%
Regiane Victoria Goma Arabica Romero 20%
y col. (2013)*
ldalmis Exposito Goma Mandarina 10— 25%
y col.?® arabica/Maltodextrina
Stefani Cortes y Goma de Limon 10%
col. (2017)* mezquite/Mucilago de
nopal
Kubra Sultan y Goma Cascara de 5%
col. (2018)% Arabica/Maltodextrinas bergamota
M. Marquez Almidén de arroz Naranja 15%
Gomez y col. modificado/Almidén de
(2016)*8 arroz

nativo/Maltodextrinas

En un estudio presentado por Renata Baranauskiene y col. en 2017 se investigo el
efecto de diferentes materiales portadores de carbohidratos sobre la retencion del
sabor del aceite esencial de menta durante el encapsulamiento por secado por
atomizacion. En este estudio se utilizaron diferentes almidones modificados tales como:
Almidén de maiz modificado quimicamente con n-octenil anhidrido (OSAN), refinados
con maiz ceroso, almidén con jarabe de maiz anadido, derivados de maiz ceroso y
almidones de maiz modificados con acidos. En dicho estudio, se demostré que la
retencion de aceite esencial y volatiles dependen en gran medida del tipo de matriz de
encapsulamiento utilizada. En estos estudios, las matrices de encapsulamiento
mostraron una capacidad de encapsulamiento del 15.25% en peso de aceite esencial,
ya que segun lo encontrado en la literatura, al sobrepasar un porcentaje del 20% en
peso de aceite esencial, la eficiencia se ve afectada, y el aceite suele perderse.?
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Por otra parte, M. Marquez Gomez y col. en 2016, realizaron estudios para el
encapsulamiento de aceite esencial de naranja en matrices de mezclas de almidén de
arroz nativo, almidén de arroz modificado y maltodextrinas, a fin de analizar cual era la
opcion que brindara mayor proteccion. Se observd que las formulaciones que
contenian mayor concentracion de almidon de arroz nativo y almidon de arroz
modificado mostraron mayor retencion de aceite esencial, alcanzado hasta un 15% de
encapsulacion de aceite esencial. Algunos de los sistemas encapsulados obtenidos en
este estudio se muestran en la Figura 2.13.%8

-
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El almidon modificado con n-octenilsuccinato, es un almidén conocido para obtener
microencapsulados de aceites esenciales, esto gracias a la modificacion que tiene.
Dicha modificacion le permite viscosidades adecuadas para ser utilizado en el proceso
de spray drying, asi mismo los grupos adicionados le proveen capacidad hidréfoba.?

La atomizacion de sistemas conteniendo almidon modificado con n-octenilsuccinato
genera particulas huecas, cuya coraza varia en el grosor segun diferentes factores tales
como el contenido de solidos, la combinacion con otras matrices como maltodextrinas,
la temperatura de secado y la relajacion de las moléculas de la matriz. Debido a las
interacciones moleculares entre la fase hidrofoba del almidén y los aceites a
encapsular, el aceite esencial no es retenido en el nucleo de la particula, sino mas bien
preferentemente en la coraza de la particula tal como se puede observar en la Figura
2.14.%0
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Figura 2.14. Micrografia de corte transversal de las particulas microencapsuldas.3!

De acuerdo con Jason Z., el proceso de encapsulacion de aceites empleando almidén
modificado con n-octenisuccinato, ocurre como se muestra en la Figura 15.

Figura 2.15. llustracion esquemadtica de la dindmica de secado por atomizacion. Los

grandes circulos representan gotas de agua atomizadas, los circulos pequefios son gotas
de aceite, los puntos so moléculas de carbohidratos solubles, donde a) es una gota de agua
recién atomizada, b) la corteza formada por el secado inicial de la superficie exterior y el
ntcleo permanece teniendo una composicion similar a a), ¢) microcdpsula final con un
vacio después de secar toda el agua.3*

En los sistemas de encapsulacion desarrollados con n-octenilsuccinato, bajo ciertas
condiciones de procesamiento la coraza llegar a plegarse, obteniéndose una
morfologia como de un baldén desinflado, lo que disminuye su capacidad de
encapsulacion. Algunas de estas particulas pueden observarse en la figura 2.14.%

Con base en lo anterior, el hecho de que el agente activo se encapsule preferentemente
en la coraza de la particula podria limitar su capacidad de encapsulamiento y retencion
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de volatiles; puesto que para lograr una mayor capacidad de encapsulamiento se
necesita una mayor cantidad de matriz.

A pesar de la utilizacion de matrices de biopolimeros para el encapsulamiento de
aceites esenciales, especialmente en matrices de almidon estos sistemas solo han sido
utilizados para su aplicacion mayormente en la industria de alimentos. La aplicacion de
este tipo de matrices de biopolimeros en aplicaciones en agricultura, requieren que la
matriz encapsulante presente propiedades adicionales, tales como:

e C(Capacidad de dispersabilidad de los polvos, los cuales les permitan ser
utilizados en formulaciones acuosas para su asperjado.

o Capacidad de absorber radiacion de luz ultravioleta, la cual reduzca los efectos
de la foto degradacion de los bioactivos.

Para el caso de liberacion de activos en agricultura, los polimeros, especialmente en
forma de hidrogeles y microesferas, son muy importantes en la formacion de sistemas
de liberacion controlada. Estas formulaciones, ademas de proporcionar el perfil de
liberacion lenta del ingrediente activo, también aumenta la capacidad de retencion de
agua del suelo. Después de su degradacion, estos son Utiles como abono en el campo.
Es por esto que los polimeros naturales estan ganando una aceptacion considerable
sobre los polimeros sintéticos como dispositivos de liberacion controlada debido a su
naturaleza ecoldgica, rentabilidad, facil disponibilidad y su biodegradabilidad. Entre
estos polimeros naturales se encuentran los polisacaridos, entre las ventajas de estos
se encuentran sus bajos costos y su disponibilidad, lo que facilita la produccion a gran
escala de productos derivados de estos.??

Hasta donde se tiene conocimiento, son escasas las formulaciones de matrices
encapsulantes de aceites esenciales utilizando biopolimeros, las cuales presentan las
caracteristicas técnicas adicionales requeridas para su aplicacion en agricultura.

2.3.- Trabajos realizados en el grupo de investigacion sobre sistemas encapsulados

En el grupo de trabajo se han venido desarrollando tecnologias de encapsulamiento de
fertilizantes y bioactivos de sélidos solubles en matrices encapsulantes hibridas de
almidon modificado de maiz y nanoparticulas de cera de candelilla.

En un estudio realizado por Carolina Martinez en 2018 se llevd a cabo el
encapsulamiento de un fertilizante base fosforo utilizando una matriz de almidén y
nanoparticulas de cera de candelilla (Figura 2.16).
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Figura 2.16. Micrografia obtenida por microscopia electronica de transmision de
nanoparticula de cera de candelilla.

Las particulas obtenidas fueron en su mayoria esféricas, presentando una rugosidad
superficial no vista en sistemas de almidon (Figura 2.17).3% Los sistemas encapsulados
desarrollados mostraron tener propiedades de liberacion lenta del fertilizante de potasio

monoamonico (MAP).3*
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Figura 2.17. Micrografias de sistemas microencapsulados que contienen nanoparticulas
de candelilla.3?

En otro trabajo llevado a cabo en el grupo de investigacion, Noé Navarro, realizd un
estudio mas a fondo para conocer las propiedades de la matriz hibrida de
almidén/nanoparticulas de cera de candelilla. En dicho estudio se encontro que la cera
de candelilla induce un cambio morfolégico a las matrices de polisacéaridos (tales como
almidon y quitosano), pasando de una morfologia caracteristica de particulas
colapsadas (sin cera de candelilla) a particulas esféricas y huecas (Figura 2.18).%
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También se analizé el caracter hidrofobo, asi como la capacidad de absorcion de
radiacion de luz UV de las microparticulas obtenidas. Para analizar la hidrofobicidad de
estos sistemas, se llevaron a cabo pruebas de capacidad de hinchamiento, donde se
observo que los sistemas de almidon/nanoparticulas de cera de candelilla presentaron
una considerable reduccion en la capacidad de hinchamiento de hasta un 55% en peso
de agua (Figura 2.19).%
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Asi mismo, se realizé una dispersion acuosa de las particulas de sistemas hibridos de
almidén/nanoparticulas de cera de candelilla al 20% en peso, donde se demostré que
la formulacion con nanoparticulas de cera de candelilla permite generar dispersiones
estables de microparticulas, con la ausencia de aglomerados o formacion de geles
(Figura 2.20).%

Almidon  Almidon
atomizado atomizado
sin cera con cera
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En relacion con la capacidad de absorcion UV, se observd que formulaciones de
nanoparticulas de cera de candelilla incrementan la capacidad de absorcion de
radiacion UV de la matriz encapsulante de almidon. De este estudio, se determind que
los sistemas conteniendo un 20% en peso de nanoparticulas de cera en la composicion
de matriz es el 6ptimo para generar microparticulas esféricas, altamente dispersables
y con alta capacidad de absorcion UV (Figura 2.21).%
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Por otra parte, en dicho estudio realizado por Noé Navarro, se demostré mediante
microscopia confocal que las nanoparticulas de cera de candelilla se encuentran bien
distribuidas en las microparticulas obtenidas. La Figura 22 muestra imagenes por
microscopia confocal, en la cual los puntos verdes corresponden a la emision de luz
por fluorescencia de las nanoparticulas de cera de candelilla.®
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Los trabajos previos desarrollados en el grupo de investigacion, han abierto un gran
panorama de posibles aplicaciones con las matrices hibridas desarrolladas; sin
embargo, no se han realizado trabajos que permitan conocer la capacidad de
encapsulamiento de aceites esenciales de las matrices hibridas, y su potencial de ser
utilizadas como materiales atrayentes del Xyleborus glabratus.

En ambos trabajos las nanoparticulas de cera de candelilla se obtuvieron por medio de
emulsificacion de baja energia, mediante un método de inversion de fase.®=" Dichas
emulsiones mostraron tener una buena estabilidad en el tiempo, de hasta 1 afo
aproximadamente (Figura 2.23).
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Figura 2.23. Emulsion de candelilla obtenida por emulsificacion de baja energia a partir del
meétodo de inversion de fase.

Por tanto, si consideramos los resultados obtenidos en los trabajos previos realizados
por Noe Navarro y por Carolina Martinez, se podria plantear que la matriz encapsulante
hibrida basada en almidon modificado de maiz y nanoparticulas de cera de candelilla,
podria llegar a presentar mayor capacidad de encapsulacion de activos liquidos
(aceites esenciales), puesto que el activo pudiera llegar a encapsularse en el nucleo de
la particula. Asi mismo, el agente activo llegaria a estar cubierto por una matriz que
posee la propiedad de absorcion ultravioleta, lo que pudiera abonar una foto-proteccion
del aceite esencial.
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3. MARCO TEORICO
3.1.-Plaguicidas

Los plaguicidas son sustancias utilizadas por los seres humanos para matar o disuadir
a los organismos (plagas) que amenazan a los cultivos.®® Hoy en dia, los agricultores
consideran los plaguicidas como una herramienta esencial para garantizar que puedan
mantener la produccion de cultivos de calidad y cantidad para satisfacer a una
creciente poblacion humana.®* Tanto los insecticidas (para controlar insectos) como
los herbicidas (para controlar vegetacion no deseada) se utilizan en altas cantidades
causando que tenga un alto impacto en el medio ambiente.® Asi mismo el uso
desmedido de estos ha causado que los organismos desarrollen resistencia a dichos
agentes.*

La clasificacion mas comun de plaguicidas se basa en su composicion quimica y la
naturaleza de los ingredientes activos, siendo esta bastante compleja. En la actualidad,
los pesticidas utilizados son derivados de productos quimicos organicos, incluyendo
pesticidas sintéticos y de origen vegetal, asi como algunos compuestos inorganicos.*®

Los bioplaguicidas son materiales naturales que funcionan para el control de plagas sin
generar toxicidad (Figura 3.1). Algunos ejemplos de este tipo de plaguicidas
bioquimicos son las feromonas sexuales de insectos (actuan interfiriendo en el
apareamiento), asi como una gama de extractos de plantas aromaticas ( que trabajan
atrayendo plagas de insectos en trampas).*’

La ventaja de estos productos es que presentan baja toxicidad para mamiferos y corta
persistencia ambiental que debido a su complejidad quimica, limita el desarrollo de
resistencia por parte de las plagas.*
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3.1.1.- Dafios y afecciones causadas por plaguicidas

El uso de plaguicidas ha contribuido ciertamente a mejorar la produccion agricola, en
términos de rendimiento y calidad, aumentando asi los ingresos econdmicos
especialmente en los paises desarrollados. Sin embargo, el uso desmedido de
plaguicidas representa graves riesgos para la salud de los seres humanos, otros
organismos Vvivos y el medio ambiente.*? Desde los afios 90°s se han realizado estudios
detallados de la quimica y la toxicidad de los plaguicidas.® Estos estudios han
demostrado que solo el 1% del producto aplicado en campo alcanza su objetivo
(absorbido por la planta o utilizado por la plaga), sugiriendo que el resto permanece en
el medio ambiente sin producir el beneficio previsto; mas aun, la utilizacion real de la
absorcion es solo inferior al 0.1% después del arrastre por escorrentia, lixiviacion y
absorcion del suelo (Figura 3.2), quedando residuos en aire, y agua potable.*34445

Pérdidas de plaguicidas durante el proceso de aplicacion

e E
qﬁ—’bf Volatilizacién
i o

—— Fotolisis

Deposicion

Escorrentias

= Dispersion -
Adsorcion

Se ha demostrado que la exposicion humana a los plaguicidas puede estar asociada
con efectos cronicos no cancerigenos, incluidos los efectos dermatologicos,
neuroldgicos, reproductivos y genotoxicos, asi como efectos cancerigenos, como lo es
el cancer de pulmon, mama, pancreas, cerebro, prostata, estomago, ovario y rifion, asi
como el linfoma de Hodgkin y leucemia.*

El uso no eficiente de plaguicidas causa una serie de problemas ambientales
ecologicos, como su resistencia a los patdogenos y a las plagas, la contaminacion no
puntual, la eutrofizacion del agua, la degradacion del suelo, la bioacumulacion en la
cadena alimentaria y la pérdida de biodiversidad. La mayoria de los ingredientes activos
de los plaguicidas son compuestos organicos insolubles en agua, por lo cual deben
anadirse disolventes, emulsionantes y dispersantes, asi como otros ingredientes
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auxiliares y procesados en una formulacion adecuada para facilitar la aplicacion por

medio de pulverizacion en el campo. La pérdida y tasa de descomposicion del pesticida
en el cultivo es de 70% causada por escorrentia y deriva durante la aplicacion.*

Debido a todos estos problemas, actualmente se estudian alternativas de los
plaguicidas, entre las cuales destacan compuestos naturales provenientes de plantas,
tales como lo son los aceites esenciales.

3.2.- Aceites Esenciales

Los aceites son mezclas complejas de compuestos volatiles producidos por
organismos vivos, alcanzando una masa por debajo de un peso molecular de 300g/mol,
que se puede separar fisicamente de otros componentes o tejido membranoso de las
plantas por procesos como prensado o destilacion (Figura 3.3).1846

Cada aceite esencial volatil es unico, pues, la compleja combinacion de sustancias
organicas que forman un aceite esencial tiene una composicion, que depende de la
especie, el periodo de cosecha, el clima, asi como la parte de la planta que se extrae
(hojas, tallo, raiz, flor, entre otras).*’

Debido a estas propiedades es que los aceites esenciales tienen potencial de
aplicacion en la agricultura como plaguicidas atrayentes, esto debido a que gracias a
su compleja y variada composicion no es posible que los microorganismos desarrollen
resistencia a estos de forma rapida.

3.3.- Microencapsulamiento

El microencapsulamiento es un proceso en el cual sustancias o agentes activos son
recubiertos o atrapados en particulas de tamafios micrométricos, con la finalidad de
protegerlos de factores externos como la radiacion ultravioleta, humedad, friccion, pH,
el aire, entre otros; o bien, para incrementar el uso eficiente de estos activos a través
de una liberacion controlada y/o lenta (Figura 3.4).%8

5
% sonpmimetikqs
32 '



Aceites esenciales como atrayentes del

..;...% escarabajo ambrosial Xyleborus Glabratus
z .

[ '1:.:"‘ CONACYT Materiales — : - -
0.';.:-.'.-;.‘ Avanzados Aimeé Alejandra Hernandez Lépez

Liberacién del Principio activo por
difusién
B i @ 2 P °
Microcdapsula con o o * ° o°

principio activo B

Estimulos: '.
Humedad, pH, T? e

=

Ll
Desbloqueo/ap
ertura del poro

3.3.1.- Técnicas De Microencapsulamiento

Existen diversos métodos de encapsulamiento de compuestos activos en matrices de
polimeros sintéticos y naturales. Entre los metodos mas utilizados se encuentran los
siguientes:

Disco Giratorio: Tipicamente, el activo se suspende en el material que formara la matriz
de encapsulamiento, la cual se deja caer sobre un disco giratorio. Posteriormente, el
liquido se desplaza por accion de la fuerza centrifuga, generando asi microgotas las
cuales solidifican por secado o enfriamiento.*®

Extrusion y coextrusion: En este caso, el ingrediente activo se dispersa en el material
de pared fundido, donde dicha mezcla es extruida para formar un filamento sélido
mientras el material se enfria con aire o utilizando un liquido; posteriormente, el
filamento es peletizado. En el caso de la coextrusion el ingrediente activo se bombea a
través del interior de un dado mientras que la pared de encapsulamiento se bombea
por la parte exterior del dado.®® Las matrices mas utilizadas en esta técnica son
matrices de carbohidratos en estado vitreo.®

Lecho fluidizado: Consiste en la atomizacion de una solucion de matriz de
encapsulamiento (polimero en solucion o estado fundido) sobre particulas soélidas del
ingrediente activo. Sin embargo, con este proceso se dificulta obtener granulos con un
tamafo menor a 20 micras.*® Esta técnica utiliza como matriz encapsulante ceras
fundidas, gomas, polimeros sintéticos y maltodextrinas.®°

Coacervacion: Este proceso involucra la segregacion de un polimero en solucion,
donde se forman pequenas gotas inmiscibles que se adsorben en la superficie de las
particulas dispersas en el medio, formando un encapsulamiento de tipo nucleo coraza
al endurecer la capa polimérica.*® Principalmente se utilizan polimeros como matrices
encapsulantes.®
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Atrapamiento en Liposomas: Los liposomas son particulas microscépicas constituidas
principalmente de lipidos y agua. Son estructuras compuestas de una bicapa de lipidos
que engloban un volumen acuoso contenido el agente activo.*®

Secado por atomizaciéon (Spray Drying): La tecnologia del secado por atomizacion
(spray drying), es ampliamente conocida y utilizada para transformar liquidos a polvos
solidos. Dichos liquidos abarcan desde soluciones, emulsiones, suspensiones, lodos,
pastas e incluso fundidos.®

Un esquema general de los procesos de microencapsulamiento son mostrados en la
Figura 3.5.
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3.3.2.- Spray Drying

El secado por atomizacion consiste en la transformacion de un sistema de alimentacion
liquido (solucion o dispersion) en particulas secas. Algunas ventajas de esta técnica es
su capacidad de manejar materias primas de diversa naturaleza, debido a esto el
proceso de microencapsulamiento esta por sobre otros métodos ya que el proceso
conduce directamente y de una manera bastante simple desde una alimentacion liquida
hasta particulas solidas. Otro punto crucial es que el secado es rapido y se puede
completar en poco tiempo; asi mismo esta metodologia es mas economica en
comparacion con otros métodos tales como la coacervacion.®'2
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El principio de trabajo es la eliminacion de la humedad por medio de la aplicacion de
calor y el control de la humedad del medio de secado. La eliminacion de la humedad
se promueve mediante la extraccion de agua del producto (emulsién de alimentacion)

en una atmosfera de aire caliente (Figura 3.6).%

Alimentacion |

Aire cahf,n:(,e,
atomizado ———
( Solucién |
Vl
—c—an;arade : |
secado o) Q jah('ja
o o aire
——
o)

Las etapas del proceso de atomizado se pueden describir de la siguiente manera:*

Atomizacion: La atomizacion es el corazon o la parte principal del secado por
atomizacion, y es el primer proceso de transformacion que la soluciéon de alimentacion
sufre durante el secado. Aunque existen varias definiciones de atomizaciéon, una de las
definiciones principales del proceso es “llevar las sustancias fluidas o sélidas a un
estado de division diminuta”. La ruptura del liquido en un gran numero de gotas
pequenas impulsa el resto del proceso de secado al reducir las resistencias internas a
la transferencia de humedad de la gota al medio circundante. Este paso es crucial ya
que influye en la forma, estructura, velocidad y distribucion del tamafio de las gotas y a
su vez el tamafo de las particulas y la naturaleza del producto final.

Contacto con aire de secado: Esta etapa y los pasos subsecuentes del proceso de
secado por atomizacion, constituyen la fase de formacion de las particulas. Con el
suministro de las pequenas gotas atomizadas, el siguiente paso es llevar las gotas a un
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contacto estrecho con el aire caliente. Esto permite la rapida evaporacion de la
humedad de la superficie de las gotas de una manera uniforme. Un punto critico de
esta etapa es que el flujo de aire sea uniforme en todas las partes de la camara de

secado.

Evaporacion de la humedad: Este paso del proceso se asocia con la morfologia del
producto final. Este proceso se puede visualizar en dos etapas:

*Etapa de velocidad constante y
*Etapa de bajada

En esta etapa la humedad se elimina de manera constante de la superficie de la gota
(etapa de velocidad constante). Debido a la evaporacion, la gota se contrae y a medida
que el material se va secando, se va formando una capa fina en la superficie de la gota
(formacion de corteza). Después de este proceso de formacion de corteza, la
evaporacion del agua no ocurre de forma rapida, si no que dependera de la velocidad
de difusion de vapor a través de la corteza (Figura 3.7).

Punta de
atomizacion

Gota de O
solucion
inicial

El gasde
secado entra
en contacto o
con la gota
Formacion
de corteza
Particula
seca

Separacién de particulas: El producto seco se separa en dos fracciones, generalmente
a traves de dos secciones del equipo de atomizado conocido como “camara” y “ciclon”.
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La morfologia de las particulas obtenidas dependera de las propiedades fisicoquimicas

del nucleo, la composicion de la pared o matriz de encapsulamiento, asi como las
condiciones de proceso empleadas para la microencapsulacion (Figura 3.8).

Tipos de encapsulados
Nucleo-coraza Multi-coraza Matriz

- » ° k=

Irregular Multi-nicleo Matriz recubierta

3.4.- Matrices Encapsulantes

Se conocen diversas matrices poliméricas que se puede utilizar para atrapar, recubrir
0 encapsular solidos, liquidos o gases de diferentes tipos, origenes y propiedades.%® El
material utilizado como matriz encapsulante puede ser una solucion acuosa de
biopolimeros derivados de celulosa, dextrinas, proteinas, derivados del almidon; asi
mismo deben de cumplir con ciertas propiedades dependiendo de la aplicacion en la
cual se vaya a destinar.*®

En el caso de los materiales encapsulantes utilizados para el desarrollo de sistemas de
liberacion controlada de agro-quimicos deben cumplir con algunos requerimientos
relacionados con la menor difusion, mayor solubilidad y mayor resistencia a la
degradacion. Los materiales utilizados pueden ser biodegradables o no
biodegradables, sintéticos o de origen natural.®” Dentro de este tipo de materiales, los
polisacaridos desempefian un papel muy importante y de gran utilidad en la fabricacion
de microencapsulantes.

La microencapsulacion ofrece la posibilidad de modificar sustancias de forma que
pueda proporcionar soluciones individuales para problemas especificos comunes a una
variedad de areas de aplicacion diferentes. Las ventajas mas comunes que se obtienen
con el encapsulamiento son:%8:%°
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¢ Liberacion controlada y activada: Métodos para administrar y garantizar una
concentracion particular de un activo en un lugar determinado y en un momento
determinado.

« Proteccion: mediante encapsulacion, el material activo puede protegerse contra
factores externos como la oxidacion, la luz, el agua, la evaporacion o el medio
ambiente.

«» Combinacion de materiales: Mediante encapsulacion, los materiales

incompatibles pueden combinarse en una formulacion como materiales

reactivos.

3.4.1- Polisacaridos como matrices encapsulantes

Los polisacaridos son moléculas poliméricas de carbohidratos compuestas de largas
cadenas de unidades repetitivas constituidas de monosacaridos unidas por enlaces
glucosidicos. Los polisacaridos naturales presentan caracteristicas estructurales
distintas en términos de peso molecular, composicion, configuracion, grado de
ramificacion, etc. Estas propiedades estructurales determinan las propiedades
funcionales de los polisacaridos, como solubilidad y propiedades reolégicas, que a su
vez benefician sus amplias aplicaciones tanto en areas alimentarias, farmacéutica,
dermatoldgica, cosméticos, entre otros.5°

Los polisacaridos tienen una fuerte afinidad con las moléculas de agua debido a la
presencia de multiples grupos -OH. La presencia de este grupo funcional permite que
exista una fuerte interaccion intra- e inter- molecular de los polisacaridos via uniones
puente de hidrogeno. Por lo tanto el equilibrio entre la interaccion molécula-molécula 'y
la interaccion molécula-agua es la clave para entender la solubilidad de estos
compuestos.®°

3.4.2.- Aimidén

El almidon es un polisacarido que constituye la principal y mayor reserva de
carbohidratos en las plantas. En contraste con la celulosa, el almidon esta presente en
la dieta alimentaria de humanos y otros animales. Esto debido a que, es digerido por
los humanos y presenta una de las principales fuentes de energia para sostener la vida.
Ademas, el almidon ha sido extremadamente importante por siglos en numerosas
aplicaciones no alimentarias, como pegamento para papel, madera y como goma para
la industria textil. Junto con la madera, fibras naturales y cuero, el almidon ha sido uno
de los materiales de eleccion desde el inicio de la tecnologia.®’

El almidon se compone principalmente de dos tipos de polimeros la amilosa
predominantemente lineal con un pequeno numero de cadenas de glucano largas vy la
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amilopectina altamente ramificada, que contiene muchos conglomerados de cadenas
cortas (Figura 3.9).5?

(=) OH

Figura 3.9. Estructuras de la a) amilosa y la b) amilopectina.®*

El almiddén nativo se presenta principalmente en forma de granulos semicristalinos, que
tienen una estructura jerarquica especifica. Los granulos de almidon generalmente se
componen de un nucleo amorfo rodeado por anillos de crecimiento (conformacion)
concentrico semicristalinos, y alternados con anillos de crecimiento amorfo (Figura
3.10).%2

Anillos de crecimiento
cristalino

feendel iy P fro f \ g Anillos de crecimiento

amorfo

Figura 3.10. Diagrama de la conformacién de un granulo de almidon.%?

Para el uso de almidon en diversas aplicaciones se requieren almidones con mejores
caracteristicas de comportamiento debido a las limitaciones de las caracteristicas del
almidon, tales como baja resistencia al cizallamiento, resistencia térmica vy
descomposicion térmica durante el procesamiento. Por lo tanto, se emplean diferentes
tipos de modificaciones para optimizar las caracteristicas estructurales y propiedades
funcionales para aplicaciones especificas.®
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Los diferentes métodos utilizados para modificar las caracteristicas del almidon
incluyen la modificacion enzimatica, fisica o quimica.®?

Modificacién Fisica: La modificacion fisica del almidén se aplica principalmente para
cambiar la estructura granular y convertir el almidon nativo en almidon frio soluble en
agua o almidon de cristal pequeno. Estos conjuntos de técnicas generalmente tienden
mas preferencia, ya que no implican ningun tratamiento quimico que puede ser
perjudicial para la utilidad humana. Entre estos procedimientos se encuentran:
Tratamiento de calor-humedad, recocido, retrogradacion, congelacion, tratamiento de
ultra alta presion, tratamiento con descarga de plasma, tratamiento con presion
osmotica, inhibicion térmica y gelatinizacion.®

Modificacién Quimica: La modificacion quimica implica la introduccion de grupos
funcionales en la molécula de almidon, lo que resulta en propiedades fisicoquimicas
alteradas. Tales modificaciones de almidones granulares nativos altera profundamente
su gelatinizacion, pegado y retrogradacion. Las propiedades quimicas y funcionales
logradas con la modificacion quimica dependen, entre otras cosas, de la fuente del
almidon, las condiciones de reaccion (concentracion de reactante, tiempo de reaccion,
pH y presencia de catalizador), tipo de sustituyente, grado de sustitucion y la
distribucion de los sustituyentes en la molécula de almidén. La modificacion se logra
generalmente a través de la derivacion como la esterificacion, la eterificacion,
entrecruzamiento e injerto de almidon, descomposicion (hidrolisis acida o enzimatica y
oxidacion del almidén). A continuacion se describen algunas técnicas de modificacion
y tratamiento de almidon, técnicas que ayudan en su procesamiento en las diferentes
aplicaciones comerciales.®

Modificacién cida: El tratamiento del almidén con acido, sin cambiar sustancialmente
la forma granular, da como resultado un almidén modificado con propiedades que
tienen valor comercial. La modificacion acida del almidon generalmente ocurre por un
ataque preferencial del acido sobre la seccion amorfa del granulo.®

Modificaciéon Enzimatica: Esto implica la exposicion de las suspensiones de almidon a
un numero de enzimas principalmente incluyendo enzimas hidrolizantes que tienden a
producir derivados altamente funcionales. El origen de esta técnica puede ser fechado
a los tiempos en que se produjo jarabe de glucosa.®

Modificacién Genética: Este conjunto de técnicas implica tecnologia transgénica que
se dirige a las enzimas implicadas en la biosintesis del almidén, por lo que aprovecha
la ventaja sobre las modificaciones quimicas o enzimaticas post cosecha
ambientalmente peligrosas. La modificacion genética puede realizarse mediante las
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técnicas tradicionales de fitomejoramiento o mediante biotecnologia. Algunas de las
técnicas aplicadas son: almidén libre de amilosa, almidon de alta amilosa y estructura
de amilopectina alterada.®*

3.4.2.2- Gelatinizacion de almiddn

La gelatinizacion del almidén en agua es un proceso de ruptura de la asociacion
intermolecular entre las moléculas de amilosa y amilopectina en estado solido
(granulos) con calentamiento.®® El proceso de gelatinizacion causa cambios
sustanciales en la naturaleza quimica y fisica del almidén granular debido a la
reorganizacion por la union de hidrogeno entre las moléculas de agua y almidon
intramolecular e intermolecular, lo que resulta en el colapso o la interrupcion de él orden
molecular dentro del granulo de almidon (Figura 3.11). Esto se traduce en cambios
irreversibles en las propiedades del almidon. La evidencia de la pérdida de una
estructura organizada se observa por la hinchazén irreversible del granulo, asi como la
pérdida de birrefringencia y cristalinidad.®*

\ Granulos de almidén compuestos
@ de amilosa y amilopectina.

La adicion de agua rompe la

X cristalinidad de la  amilosa
separando las cadenas. Los

% granulos se hinchan
Gf{“ La adicion de calor y mas agua
C \ causan mas hinchazén. La amilosa
comienza a difundir fuera del

= v ; granulo.
n - Los granulos, que ahora contienen
/\\}/.\/@ principalmente amilopectina,
E colapsan y se mantienen en una
matriz de amilosa formando un
\Q-;\,/J gel.

3.4.3.- Cera de Candelilla

La candelilla (Euphorbia antisyphilitica) es una planta perenne que se desarrolla en los
climas desérticos, casi desprovista de hojas, que se reproduce por semillas o por brotes
de tallos aéreos y subterraneos (Figura 3.12).%¢
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Figura 3.12. Planta de candelilla.

La recoleccion de candelilla para la produccion de cera natural ha sido una de las
actividades economicas mas importantes en ciertas regiones del norte de la Republica
Mexicana, siendo Coahuila el principal productor a nivel nacional. Los municipios de
Ocampo, Cuatro Ciénegas y Sierra Mojada, son las localidades de mayor importancia
para su explotacion comercial.®

En su forma sin refinar, la cera de canelilla es de color café y cambia a un color amarillo,
una vez refinada (Figura 3.13).En cuanto a sus propiedades como la dureza, la cera de
candelilla presenta una dureza intermedia entre la de la cera de carnauba y la de
abeja.™

Figura 3.13. Cera de candelilla en forma de Idminas.

La proporcion de sus componentes (Tabla 3.1) determina la dureza, impermeabilidad
al agua, brillo y otras caracteristicas propias de la cera como su temperatura de
fusion.”
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Refinada (% Peso)

Hidrocarburos
Alcoholes libres
Acidos libres
Esteres simples
Esteres hidroxilados
Esteres 4cidos

Diésteres

46
13

10
9

57
14
7
21
8
0
0

Lo cierto es que la cera de candelilla es un material que presenta una gran diversidad
de aplicaciones, siendo actualmente utilizada en mas de 20 industrias de distintas
aplicaciones en todo el mundo, principalmente en los Estados Unidos de Norteamérica,
la Union Europea y Japon. Sus propiedades distintivas le confieren la categoria de
materia prima esencial para la fabricacion de cosméticos, tintas, adhesivos,
recubrimientos, abrillantadores y pulimetros, asi como ser reconocida por la FDA como
sustancia natural segura, para su aplicacion en la industria alimenticia, por lo cual
también es ampliamente utilizada en diversos sectores del ramo (Figura 3.14).2

Para que la cera de candelilla pueda ser utilizada para el desarrollo de distintas
aplicaciones, generalmente, se prepara una emulsion de cera de candelilla del tipo
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aceite-en-agua; la cual permita su incorporacion con otros componentes en
formulaciones acuosas. Recientemente, la preparacion de nanoemulsiones de cera de
candelilla esta siendo utilizada para su aplicacion en distintos campos, debido a la
mayor area superficial de las particulas de cera, o que permite una mayor interaccion

con otros componentes de una formulacion.

3.5.- Emulsificacién de baja energia

El método de emulsificacion de baja energia se basa en las transiciones de fase que se
producen durante el proceso de emulsificacion. Estas transiciones de fase son el
resultado de cambios en la curvatura espontanea del surfactante y se pueden lograr:

a) En composicion constante cambiando la curvatura espontanea de los
surfactantes no ionicos con temperatura, conocida como inversion de fase por
temperaturas (PIT)

b) A temperatura constante variando la composicion del sistema por el método
emulsion con punto de inversion (EIP).

Los estudios realizados a emulsiones utilizadas para polimerizaciones, mostraron que
las nano emulsiones con tamarios de gota muy pequerfios pueden obtenerse mediante
métodos de baja energia, si durante el proceso de emulsificacion, el aceite se disuelve
completamente en una sola fase, como una micro emulsion bicontinua o una fase
cristalina lamelar.

En el caso del sistema EIP, la evolucion de dicho sistema se da de la siguiente manera:

e Primeramente, se tiene el sistema de surfactante con aceite.

e Posteriormente se va anadiendo agua de forma continua, el agua forma
pequenas gotas dentro de la fase aceitosa, formando un sistema agua en aceite.

e Conforme se va afiadiendo mas cantidad de agua se puede formar un sistema
de fase bicontinua o un sistema lamelar.

e Mientras sigue aumentando la cantidad de agua, fase bicontinua o la fase
lamelar se interrumpe, y el aceite forma pequefas gotas, obteniéndose un
sistema aceite en agua.

Este fendmeno de cambio de fase se da debido al cambio que se presenta dentro del
sistema debido a la presencia del surfactante, conforme el agua va aumentando el
grado de hidratacion de la cabeza polar del surfactante (Figura 3.15).%6
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Figura 3.15. Proceso de emulsificacion de baja energia (método EIP).
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4. HIPOTESIS

La matriz hibrida de encapsulamiento conformada por la combinacion de almidén
modificado y nanoparticulas de cera de candelilla serd capaz de encapsular el aceite
esencial de cubeba (Piper cubeba) en concentraciones de entre 15y 30% en peso y
generar sistemas microencapsulados de liberacion lenta de volatiles del aceite esencial
para su utilizacion potencial como cebo atrayente del Xyleborus glabratus.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de encapsulacion de aceite esencial de cubeba (Piper cubeba)
en matrices hibridas de biopolimeros de almidon de maiz y cera de candelilla mediante
el proceso de spray drying, para su potencial aplicacion como sistemas de liberacion
lenta para atraccion del escarabajo ambrosial Xyleborus glabratus.

5.2. Objetivos Especificos

5.1.- Evaluar la viabilidad técnica en la obtencion de sistemas microencapsulados de
aceite esencial de cubeba en matrices hibridas, mediante la variacion de la relacion del
aceite esencial de cubeba (Piper cubeba) matriz de almidon de maiz-cera de candelilla.

5.2.- Estudiar los efectos de las caracteristicas morfoldgicas y térmicas de los sistemas
microencapsulados obtenidos.

5.3.- Evaluar la capacidad de liberacion de compuestos volatiles de selectos sistemas
microencapsulados.

©% sonomimetikos
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6. JUSTIFICACION

Actualmente la presencia en Estados Unidos de América del escarabajo ambrosial
Xyleborus glabratus, y su estatus de “amenaza potencial” para México, es sumamente
alarmante para la industria aguacatera nacional; representando, ademas, una
amenaza para otras especies hospederas tales como lichi, cacao, mango, entre otros.
Este trabajo representa una de las estrategias planteadas en el proyecto FORDECyYT
No. 292399 “Generacion de estrategias cientifico-tecnologicas con enfoque
multitudinario e interinstitucional para afrontar la amenaza que representan los
complejos ambrosiales en los sectores agricola y forestal de México”, en relacion al eje
estratégico de “prevencion”. Este trabajo pretende evaluar la capacidad de
encapsulamiento de aceites atrayentes en matrices hibridas de biopolimeros, como
una alternativa para proveer sistemas microencapsulados de liberacion lenta de
atrayentes para el escarabajo Xyleborus glabratus.
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7. METODOLOGIA

.-‘5-5;.-‘.3 CONACYT Materiales

7.1.- Materiales Utilizados

Se utilizé almiddn de maiz modificado por hidrolisis con acidos, en una presentacion en
polvo (comprado a Grain Processing Corp.). Cera de candelilla refinada en forma de
plateletas (comprada a Multiceras S.A de C.V.), aceite de cubeb (Piper cubeb)
(comprado a Bristol Botanicals Ltd) y surfactante Tween 60 (obtenido de Sigma
Aldrich).

7.2.- Formulacién de Soluciones Acuosas
7.2.1.- Preparacion de una nanoemulsion de cera de candelilla

Se prepar6 una nanoemulsion de cera de candelilla al 3% por medio del método de
emulsificacion de baja energia (Figura 7.1). En cada proceso de emulsificacion por lote,
se obtuvieron 210mL de emulsion. El proceso consistio en los siguientes pasos:

1. Fusion y mezcla de cera y surfactante: Una mezcla de 3gr de cera de candelilla
y 3gr de surfactante Tween 60, se agregaron a un vaso enchaquetado a una
temperatura constante de 90°C, manteniendo el sistema en agitacion magnética
hasta obtener una mezcla en estado fundido.

2. Proceso de emulsificacion: Se calentd agua desionizada hasta una temperatura
de 90°C, la cual se agrego a la mezcla de cera y el surfactante por medio de
alimentacion con una bomba peristaltica a una velocidad de goteo de TmL/min,
manteniendo el sistema bajo agitacion magnetica.

3. Proceso de enfriamiento subito: Una vez obtenida la emulsion de cera, esa es
transferida por goteo a un vaso sumergido en hielo a una temperatura de 2°C.
El sistema se mantiene en agitaciéon constante durante todo el proceso de
transferencia, a fin de conservar la morfologia de las gotas obtenidas, y evitar la
formacion de aglomerados.

Tween 60 3%
o I'd 20-30nm
o N l
. X § P a
= : | s >
.h——,-,} g x4 ’ 2 | V 3
' s — )
— ~gu=t) ¢
~ / P — ﬂ—/
Cerade . : ” ’ m
candelilla Agitacién —"""” Emulsion de cera
3% de candelilla
Emulsion de cera
1. Fusiény mezclade cera y surfactante de candelilla (Caliente)
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7.2.2.- Preparacion y atomizacion de sistemas microencapsulados
almidén/nanoparticulas de cera de candelilla/aceite de cubeb

1. Gelatinizacion de almiddn: Se realizd la gelatinizacion de una solucion de
almidén al 3.33%, a una temperatura de 90°C durante 45min, con agitacion
mecanica (450 rpm) utilizando una propela de alto esfuerzo de corte (Figura
7.2).

2. Enfriamiento de almidén: Una vez realizada la gelatinizacion, el almidon se dejo
enfriar hasta una temperatura de 60°C.

Una vez obtenida la nanoemulsion de cera de candelilla y el almidon gelatinizado, se
procedid a mezclar los componentes a fin de obtener las soluciones que fueron
utilizadas para obtener los microencapsulados mediante secado por atomizacion. Las
formulaciones de los diferentes sistemas se resumen en la Tabla 7.1. El porcentaje de
aceite esta calculado con base a la cantidad de matriz encapsulante (almidon/cera de
candelilla).
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FORMULACION DE LA SOLUCION UTILIZADA PARA ATOMIZACION

SISTEMA ALMIDON CERA AGUA (mL) ACEITE (gr)
ENCAPSULADO
(%wt de aceite)
AC15% 37.75 2.25
AC20% 37 3
AC30% 360 ml 100ml 35.5 4.5
AC40% (Soluciébn al ~ (Emulsion de 34 6
AC50% 3.33% de cera al 3%) 32.5 7.5
AC60% almiddn) 31 9
AC70% 29.5 10.5
AC80% 28 12

3. Mezcla de aceite y emulsion de cera de candelilla: Utilizando un equipo
Ultraturrax Ikea se mezclé el aceite de cubeb y la emulsion de cera de candelilla
a 8,000rpm durante 1.50min.

4. Solucién de almidén/cera de candelilla/aceite esencial de cubeb: Una vez
transcurrido este tiempo, la emulsion resultante se anadié a la solucion de
almidon gelatinizada y se mezcld por medio de agitacion mecanica utilizando
una propela de alto esfuerzo de corte a 450rpm durante 1min. Posteriormente
la solucion se agito utilizando el equipo Ultraturrax a 8,000rpm durante 1min.

5. Proceso de atomizacién: La solucion obtenida se atomizé en un equipo mini
spray dryier Buchi 290. Con la finalidad de evitar la formacion de aglomerados
0 precipitaciones en la solucion de alimentacion, ésta se mantuvo bajo agitacion
mecanica. La Figura 7.3 muestra un esquema del proceso general utilizado para
la obtencién de los sistemas microencapsulados. Para el proceso de secado, se
utilizé una velocidad de alimentacion de 5mL/min, una temperatura de secado
de 140°C, capacidad de aspiracion de 90% y un flujo de aire de atomizacion de
536 L/h.
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Figura 7.3. Proceso de obtencion de microencapsulados de aceite esencial de cubeb.
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La metodologia de preparacion de las emulsiones, asi como las condiciones utilizadas
en el proceso de atomizado, fueron las mismas para los diversos sistemas, cambiando
solamente el contenido de aceite segun fuera el caso, de acuerdo con la tabla de
composiciones (Tabla 7.1).

7.3.- Caracterizacion morfolégica y térmica de los sistemas microencapsulados
7.3.1.- Microscopia Electrénica de Barrido

Los polvos obtenidos en el proceso de atomizacion se caracterizaron por medio de
microscopia electronica de barrido (SEM Jeol JCM-6000). Las imagenes fueron
capturadas bajo condiciones de alto vacio, utilizando electrones secundarios a
magnificaciones de 50 hasta 2000x.

Las muestras fueron montadas sobre un porta muestras utilizando cinta doble cara de
cobre, los polvos fueron previamente dispersados en etanol a fin de garantizar una
buena dispersion en el portamuestras.

7.3.2.- Microscopia Optica de Luz Polarizada

Se realiz6 un analisis por medio de microscopia optica de luz polarizada, a fin de poder
observar la presencia del aceite en los encapsulados, esto debido a los cambios de
birrefringencia presentes por la interaccion entre componentes.

Para esto se utilizo una solucion 50/50 de glicerol y etanol como medio de dispersion
de los encapsulados. Se utilizé un equipo Olympus modelo BX53 equipado con un
sistema de micrografia digital Micropublisher 3.3 RTV.

7.4.- Evaluacion de la capacidad de liberacién de compuestos volatiles
7.4.1.- Cromatografia de gases

Primeramente, se realizd un analisis cromatografico al aceite de cubeb con el fin de
conocer los volatiles presentes, asi como identificar la presencia de volatiles utiles para
la atraccion del escarabajo ambrosial Xyleborus glabratus.

El analisis se realizé en un intervalo de temperatura de 30°C a 250°C con una rampa
de calentamiento de 10°C por minuto, para lo cual se utilizd un equipo Agilent
Technologies 7890B con detector selectivo de masas 5977B, provisto de una sonda
de separacion térmica (TSP) Agilent G4381A, en la cual se deposito la muestra usando
una Micro jeringa de 10ul.

7.4.2.- Analisis Termogravimétrico

Se realizé un andlisis termogravimétrico isotérmico al aceite de cubeb a 100°C durante
2 horas, con la finalidad de observar la pérdida de la fraccion volatil presente en el
aceite de cubeb.
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El analisis se llevo a cabo utilizando un equipo TA Instruments TGA Q-500.

7.4.2.- Analisis con Termobalanza

Este analisis se llevo a cabo con la finalidad de analizar la liberacion del volatil presente
en los encapsulados a partir del cambio de peso, asi como poder observar la diferencia
en comportamiento de pérdida segun la concentracion de aceite en el encapsulado.

Se analizaron tanto el aceite de cubeb como los sistemas encapsulados AC15% y
AC50%, en un ambiente isotérmico. Para esto, la muestra se coloco sobre una parrilla
de una termobalanza AND MF-50, previamente calentada hasta una temperatura de
100°C. Posteriormente, se registro la péerdida en peso de la muestra hasta que se
alcanzo un peso constante a condiciones atmosfericas.
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8. RESULTADOS
8.1.- Analisis Morfoldgico de los Microencapsulados
8.1.1.- Microscopia Electrénica de Barrido

Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido revelaron que las
particulas obtenidas en el colector presentaron una morfologia esférica. En la Tabla 8.1
se muestran los porcentajes de rendimiento de los sistemas encapsulados obtenidos
en este trabajo.

Como se puede observar en la Tabla 8.1, se lograron obtener sistemas
microencapsulados con un contenido de aceite de hasta 60% en peso, superando el
contenido de aceite esencial reportado hasta el momento en la literatura (25% en
peso). Se obtuvieron también sistemas con un contenido de 70 y 80% en peso,
obteniéndose sistemas en polvos; sin embargo, no fue posible obtener imagenes por
SEM en el tiempo establecido.

Sistema Rendimiento (%)
AC15% 77.50%
AC20% 74.72%
AC30% 67.23%
AC40% 75.14%
AC50% 55.91%
AC60% 60.54%
*AC70% 71.01%
*AC80% 52%

*No se cuentan con micrografias de SEM.

En la Figura 8.1, se pueden apreciar los polvos obtenidos correspondientes a cada
sistema, se logra observar que la morfologia de estos es en su mayoria esferoidal.
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En la Figura 8.2, de manera general se observa como las distribuciones de tamano de
particula presentan un desplazamiento hacia poblaciones mas grandes (hacia la
derecha), conforme aumenta la concentracion de aceite esencial.
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Figura 8.2. Histogramas de distribucion de tamanios de los sistemas encapsulados.

El aumento en el tamario de las particulas puede explicarse de la siguiente manera: A
medida que se incrementa la concentracion de aceite esencial, la matriz encapsulante
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tiene que asimilar un mayor contenido de aceite dentro de cada particula, lo que podria
estar incrementando el tamario de gota y por ende el aumento de tamano de particulas
secas. Lo anterior, de acuerdo a los estudios realizados por Exposito et.al, quienes
observaron que al aumentar la concentracion de aceite esencial en sistemas de aceite
esencial de mandarina en matrices de goma arabiga y maltodextrinas, el tamaro de las
particulas encapsuladas aumento.?®

Otro factor que podria estar influyendo en el aumento del tamafo de particula, es el
surfactante presente en el sistema. Como es conocido, la finalidad del surfactante en
un sistema en emulsion es reducir la tension superficial y permitir la interaccion entre
componentes no afines, permitiendo la creaciéon de emulsiones.”

La cantidad de surfactante en el sistema afectara el tamafo de las gotas de aceite; es
decir, si la cantidad de surfactante presente en el sistema no es igual o mayor a la
concentracion micelar critica (cantidad minima de surfactante para crear micelas), el
sistema no sera estable, por lo que al cabo de un tiempo presentara un crecimiento del
tamano de gotas y una posible separacion de fases. Sin embargo, si se rebasa la
concentracion micelar critica, la estabilidad del sistema sera mayor, permitiendo que la
emulsion mantenga un tamarfno de gota pequenio. Por tanto, a medida que se aumenta
la concentracion de aceite en los sistemas microencapsulados, la concentracion de
surfactante decrece con respecto al aceite, 1o que da como resultado la generacion de
gotas de mayor tamano.

En la mayoria de los sistemas obtenidos, es posible observar la presencia de algunas
particulas huecas (Figura 8.3). Esto demuestra que las particulas obtenidas con este
sistema siguen presentando una morfologia del tipo nucleo-coraza, lo cual favorece la
obtencién de sistemas microencapsulados con un mayor contenido de aceite esencial,
mismo que explicaria el por qué se alcanzaron altos contenidos de encapsulacion de
aceite de Cubeb (de hasta 80% en peso). Este tipo de morfologias no se ven reportadas
en la literatura en sistemas de encapsulamiento de aceites esenciales en matrices de
almidon. Por lo regular las particulas obtenidas que han sido reportadas son particulas
colapsadas y porosas una vez que logran encapsular el activo.?®
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Figura 8.3. Particula fracturada del sistema AC15%.

La formulacion de la matriz encapsulante (nanoparticulas de cera de
candelilla/almidén) permite que la particula, aun estando fracturada y sin el activo en el
interior, sigue manteniendo su estructura. Como se planted anteriormente, en los
sistemas reportados en la literatura, la morfologia de las particulas sin agente activo
encapsulado presenta una morfologia colapsada. En el caso de los sistemas aqui
planteados, la cera de candelilla podria estar actuando como un nanorefuerzo
estructural de la matriz de almidén, permitiendo formacion de una morfologia esférica.

Describir las interacciones que pudieran ocurrir entre el aceite de cubeb y las
nanoparticulas de cera de candelilla, es un aspecto clave para explicar la morfologia
de los sistemas encapsulados. En un trabajo previo realizado en el grupo de
investigacion, se estudio el efecto del balance hidréfilico-hidréfobico del surfactante
Tween 60 HLB=14.9 para la generacion de nanoemulsiones de cera de candelilla.” En
este estudio se concluyd que los componentes hidréfilos e hidrofobos de la cera de
candelilla pudieran tener un arreglo molecular, en la interfase entre la cera y el
surfactante, en funcion de la caracteristica polar o no polar dominante del surfactante.
Es decir, si el surfactante tiene un caracter hidrofilico HLB>12, los componentes
polares de la cera podrian estar ordenados preferentemente sobre la superficie de la
nanoparticula; por otra parte, si el surfactante tiene un caracter dominantemente
hidréfobo HLB< 10, los componentes no polares de la cera de candelilla podrian
estarse ordenando sobre la superficie de la nanoparticula.

Con base en lo anterior, se puede argumentar que al llevar a cabo la emulsion de cera
con aceite de cubeb, estos podrian estar interaccionando similar a un sistema de
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emulsion “pickering”. En estos sistemas, las gotas de aceite son estabilizadas por el
surfactante en exceso, donde la seccién no polar podria estar interaccionando con el
aceite; mientras que su seccion polar podria estar interaccionando con el medio
acuoso. Dado que las nanoparticulas de cera fueron obtenidas con condiciones de
HLB=14.9 (ambiente hidrofilo), sus componentes polares estan preferentemente
ordenados en la superficie, por lo que podrian interactuar con la cabeza polar del
surfactante, permitiendo una emulsion del tipo pickering (Figura 8.4).7

candelilla \ —
%'F / ,% c(;rerc':é-«z ' e Cera
gyt ‘ » m

LR T e ™ ks
/ '} %’F /J?.ceﬂede f

cubeb

.\ %%Cemde'}’s * '\TL. * '2* %

Emulsion tipo “pickering™

Como teoria de la formacién de las particulas, se plantea lo siguiente:

1. Alrealizarse la emulsion de aceite de cubeb con cera de candelilla, las gotas de
aceite de cubeb podrian estar siendo estabilizadas en la interfase por el
surfactante en exceso, donde las nanoparticulas de cera pudieran estar,
colocandose alrededor de las gotas de aceite, formando una emulsion tipo
“pickering”.

2. Posteriormente, al agregar el almiddn gelatinizado, debido a su naturaleza
hidréfila este pudiera estar interaccionando mayormente con la cera de
candelilla, generando la matriz encapsulante; por lo que el aceite esencial
quedaria encapsulado en el nucleo de la particula. La cera de candelilla se
encontrara dispersa por toda la matriz de almidon, tal como lo demostr6 el
estudio realizado por Noé Navarro.®

La explicacion grafica de la teoria que se plantea se puede observar en la Figura 8.5.
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Por otra parte, se observo que a medida que se aumenta la concentracion de aceite,
por encima de 50% en peso, comienzan a aparecer particulas “huecas” (Figura 8.6).
Este hecho sugiere que la matriz encapsulante, tiene un cierto umbral en la resistencia
mecanica que le permite retener el aceite esencial a medida que ocurre el proceso de
secado, para porcentajes mayores a 50% en peso.
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Un planteamiento que podria explicar la ruptura de las particulas a medida que
aumenta la concentracion de aceite, hablando de concentraciones bajas, el sistema
asimilara la cantidad de aceite con facilidad, del mismo modo pasara con la matriz, la
cual lo encapsulara sin problemas, a diferencia de cuando se trata de concentraciones
altas de aceite.
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Esto se puede explicar tomando en cuenta la formacion de las gotas en el sistema antes
de ser atomizado (durante la emulsificacion), cuando la matriz empieza la interaccion
con el agente activo, en este caso el aceite esencial de cubeb. El aceite podria
concentrarse en el ndcleo como pequenas gotas, las cuales podrian tender o no a la
coalescencia, sin embargo, aunque esto ocurriera, la cantidad de aceite dentro de la
matriz no es suficiente como para sobrepasar la capacidad de encapsulamiento de la
matriz, ni para sobrepasar su resistencia a la fractura. Esta teoria se explica de manera
grafica en la Figura 8.7.
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8 embargo sigue siendo poca
“ cantidad, por lo cual no
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Basandonos en el planteamiento expuesto anteriormente y asumiendo que el aceite
tendra un comportamiento similar, ya sea formar pequenas gotas en el nucleo de la
particula o coalescer. En este caso al tratarse de concentraciones mas altas, la
cantidad de aceite dentro de la particula podria sobrepasar la capacidad de la matriz
(Figura 8.8).

Se debe tomar en cuenta también que durante el secado existe contraccion de la pared
de encapsulamiento, también se debe tener en cuenta que existen otros fendmenos al
momento del secado. Tal como plantea Reinhard Vehring, durante la atomizacion, las
particulas que son secadas a temperaturas de gas superiores al punto de ebullicion del
disolvente, pueden inflarse después de la formacion de la corteza debido a la
acumulacion de presion de gas interna, causando potencialmente una ruptura.’
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Este ultimo fendmeno no se ha observado en particulas del orden de 10um, del mismo
modo se debe especificar que esto puede ocurrir solo antes de que la corteza este
totalmente formada y seca.
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8.1.2.- Microscopia de Luz Polarizada

En las micrografias obtenidas por medio de microscopia de luz polarizada se logro
observar que la muestra blanco (sistema almidon/cera de candelilla) no presenta
birrefringencia, ni cambio de color (Figura 8.9).Esto se debe a que durante el proceso
de gelatinizacion los granulos de almidon pierden su morfologia, y su estructura
semicristalina (que es la que le brinda birrefringencia al almidon), esto debido a que las
cadenas de amilosa y amilopectina se reacomodan, es por esto que en este caso de la
muestra blanco no logra observarse. 77879

Por otra parte, en esta muestra se logra observar un halo oscuro que corresponde a la
corteza de la particula, mientras que el centro se ve “traslucido” o claro debido al paso
de la luz, deduciendo que la particula es hueca. Esta deduccion es posible, gracias a
un estudio realizado por Noé Navarro, donde se demostré mediante un estudio por
microscopia confocal, que las microparticulas generadas a partir de matrices hibridas
de polisacaridos y nanoparticulas de cera de candelilla presentan una morfologia
hueca.
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Corroborando lo observado en las micrografias obtenidas por microscopia electronica
de barrido, debido al proceso de gelatinizaciéon llevado a cabo con el almidon este
pierde su birrefringencia.

En el caso de las particulas con un contenido de aceite del 15% en peso (Figura 8.10a)
se puede observar el halo oscuro presente del mismo modo que el en sistema blanco,
lo cual indica el grosor o los limites de la capa de matriz hibrida en la particula. En la
Figura 8.10b se presenta un estado de birrefringencia, debido a la presencia del aceite
en el interior de la particula. Este fenomeno de birrefringencia ocurre debido a la
interaccion del aceite con el medio en el que se encuentra dispersada la particula
(glicerol/etanol). La birrefringencia se da cuando el material analizado presenta
componentes con indices de refraccion distintos; en este caso, los indices de refraccion
para las fases liquidas presentes son: etanol (1.361), glicerol (1.4729) y aceite esencial
de cubeb (1.4920-1.5020), debido a esto se obtiene un sistema con propiedades
anisotrépicas, permitiendo que se presente el efecto de birrefringencia.
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De igual manera, en el sistema AC50% se aprecia el halo oscuro indicativo del grosor
de la pared de la particula, mientras que, al realizar el enfoque al interior de ésta, el
fendbmeno de birrefringencia se hace presente, lo que corrobora la presencia del aceite
en el interior de la particula (Figura 8.11).

Generalmente, durante el encapsulamiento de aceites esenciales mediante spray
drying, la ausencia de liquido a simple vista sobre las paredes de la camara o ciclon
corresponde a uno de los indicadores cualitativos de la factibilidad técnica del
encapsulamiento. Para todos los sistemas procesados, incluyendo aquellos sistemas
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AC60%, AC70% y AC80%, no se observo la presencia de aceite en las paredes de la
camara de secado o del ciclon, por lo cual se puede deducir que existe una factibilidad
técnica en el proceso de encapsulacion. A fin de soportar este planteamiento, se realizd
una prueba de secado con sistemas sin almidén al 15% y 50% en peso de aceite
esencial. Al realizar este procedimiento, se observé la presencia de una fase liquida en
las paredes del ciclén y camara. En la Figura 8.12 se muestra una fotografia de la
seccion del ciclon para el experimento desarrollado con una emulsion de cera de
candelilla con una concentracion de aceite del 15%.

Figura 8.12. Evidencia de sistema no encapsulado, donde se observa aceite en la pared del
cicldn colector.

Este experimento se llevo a cabo utilizando una temperatura del aire de entrada de
140°C, una alimentacion de 5mil/min, un flujo de aire de 536L/h, y una capacidad de
aspiracion de 90%. Las condiciones de operacion fueron las mismas utilizadas con los
sistemas encapsulados, a fin de poder obtener resultados comparativos.
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8.2.- Andlisis Cualitativo del Aceite de Cubeb

Se realizé un analisis de cromatografia de gases al aceite esencial de cubeb, el cual
reveld la presencia de los compuestos volatiles a-copaene, a-humulene, 6-
caryophyllene, a-cubebene y y-cadinene; los cuales, de acuerdo al estudio realizado
por Paul Kendra et.al.” resultan ser efectivos en la atraccion al escarabajo Xyleborus
glabratus. La Figura 8.13 muestra el espectro de cromatografia de gases en el cual los
compuestos antes mencionados corresponden al tiempo de elusion 17.946. El
experimento realizado revelé que los activos son liberados completamente hasta
alcanzar una temperatura de 180°C. Estos resultados sugieren que bajo las
condiciones de secado por atomizacion (temperatura de aire de secado de 140°C), los
compuestos volatiles de interés pueden ser conservados.
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8.3.- Analisis Térmico

En la busqueda por comprender el comportamiento de los compuestos volatiles del
aceite esencial de cubeb, se realizd un analisis isotérmico por TGA a una temperatura
de 100°C, del cual se observo una pérdida en peso de hasta 52% un tiempo de 120min
(Figura 8.14). Estos resultados indicaron que el aceite esencial de cubeb contiene una
fraccion volatil del aceite, de cerca del 52%, los cuales pueden ser desprendidos a una
temperatura de 100°C. Dado que en un andlisis TGA, las condiciones en las cuales se
desarrolla la liberacion de los activos ocurre bajo condiciones controladas atmosferas
y temperaturas; se desarrolld un andlisis térmico utilizando una termobalanza a una
temperatura de 100°C, y bajo condiciones atmosféricas (sistema abierto), la cual nos
brindara informacion sobre el comportamiento de liberacion de volatiles, mismos que
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permitieran ajustar las condiciones para prueba en sistemas encapsulados. Lo anterior,

Ccomo una manera rapida de evaluar la capacidad de liberacion de volatiles en sistemas
selectos.
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El analisis térmico realizado en la termobalanza demostrd que el aceite esencial de
cubeb puede presentar una pérdida en peso del 57.65% después de 56.2 min de
exposicion a 100°C (Figura 8.15); lo cual, es un resultado similar al obtenido en las
pruebas por TGA, por lo que puede considerarse lo suficientemente confiable para
emitir una conclusion sobre los sistemas. Considerando lo anterior, se seleccionaron
sistemas con bajo y alto contenido de aceite esencial de cubeb, para lo cual se
seleccionaron los sistemas AC15% y AC50%.
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Los resultados de los analisis a los sistemas seleccionados, mostraron en el caso del
sistema AC15% una pérdida en peso de 3.65% con una media de pérdida de
0.03%/min en un tiempo de prueba de 2.5min. Por su parte, el sistema AC50% tuvo
una pérdida total de peso de 4.40% con una media de pérdida de 0.09%/min en un
tiempo de prueba de 3.3min. Una mayor pérdida en peso podria estar relacionada con
un menor espesor de la corteza de la particula, la cual permite mayor permeabilidad a
los componentes volatiles del aceite esencial. El incremento en la tasa de liberacion, es
congruente con el comportamiento esperado para sistemas con mayor contenido de
aceite y que presentan una menor capa de material de pared.

Durante el tiempo de la prueba del aceite esencial puro en la termobalanza (56.20 min),
no se logro alcanzar un peso constante en la muestra, lo que indica que los volatiles
presentes pueden ser liberados de manera gradual o lenta por un tiempo mayor. Es
necesario considerar que la termobalanza es un sistema abierto, donde pueden existir
fluctuaciones en la temperatura del entorno; ademas de otros factores tales como una
transferencia de calor no homogénea entre las particulas de polvo debido a su
distribucion en la placa (Figura 8.16), por lo que puede haber zonas mas frias. Esto por
supuesto, dificulta una completa liberacion o eliminacion de la fase volatil mediante esta
experimentacion. Las condiciones experimentales desarrolladas bajo un sistema
abierto, podrian ser similares a las que pudieran presentarse en condiciones de
ambiente real. Los resultados que emanan de esta experimentacion, aun bajo sus
limitaciones demuestran que los sistemas encapsulados son capaces de liberar
componentes volatiles, las cuales podrian ser candidatos utiles para su
experimentacion en campo bajo condiciones reales.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede concluir que la interaccion de la cera
de candelilla con el almidon modificado de maiz, imparte ciertas propiedades que le
permiten a la matriz de almiddn incrementar su capacidad para encapsular activos en
estado liquido, los cuales requieran una liberacion controlada.

Como trabajo futuro, se debera realizar un analisis a los sistemas microencapsulados
tanto térmicos como cromatograficos, a fin de conocer de manera exacta la cinética
de la liberacion de los compuestos volatiles de interés en términos de tasas de
liberacion. Consecuentemente, esto permitiria seleccionar sistemas modelos para
estudiar su desempeno en condiciones de ambiente real utilizando la técnica de
electroantenograma, en la cual se utilizan como sensores las antenas de un
escarabajo, mismas que son conectadas a un electrodo para medir la respuesta a
volatiles.
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9. CONCLUSIONES

e La incorporacion de nanoparticulas de cera de candelilla a una matriz de
almidon, permite generar un sistema hibrido con propiedades mejoradas que
permiten alcanzar una capacidad de encapsulamiento de aceite esencial de
hasta un 80% de aceite esencial (con respecto a la matriz), superando asi lo
reportado en la literatura donde la mayor concentracion reportada es del 25%
en peso.

e Se logré corroborar el encapsulamiento del aceite por medio de microscopia
optica de luz polarizada, donde se logra observar la presencia del aceite en el
interior de la particula.

e El andlisis térmico llevado a cabo mediante TGA revelo que el aceite tiene una
fraccion volatil de al menos 52% a una temperatura de 100°C, asi mismo, el
analisis cromatografico reveld que la fraccion volatil del aceite contiene los
terpenos (volatiles) a los cuales se ve atraido el escarabajo ambrosial Xyleborus
Glabratus a-copaene, a -humulene, B-caryophyllene, a -cubebene y y-cadinene,
por lo cual el potencial de aplicacion de estos sistemas como atrayentes de
dicho escarabajo es altamente factible.

e Los sistemas encapsulados son capaces de liberar componentes volatiles de
manera lenta o gradual a razon de un 0.03 a 0.09% en peso/min bajo
condiciones de temperatura de 100°C; lo cual indica que estos sistemas podrian
ser candidatos Utiles para su experimentacion en campo bajo condiciones
reales.
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obtenidos con matriz de almidon (Linea azul), comparados con sistemas
con matriz de quitosano (linea naranja).

Figura 2.20. Dispersiones acuosas de almidon atomizado y almidon: cera 26
de candelilla al 20% en peso.
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Figura 2.21. Espectrogramas con espectroscopia UV-Vis de los sistemas
hibridos con matriz de almidon, suspendidas en etanol a una 27
concentracion de 0.3g/L.

28
Figura 2.22. Micrografias obtenidas por microscopia confocal del sistema
hibrido al 20% en peso de cera. Los puntos verdes refieren a la
fluorescencia de las nanoparticulas de cera.
Figura 2.23. Emulsion de candelilla obtenida por emulsificacion de baja 29
energia a partir del método de inversion de fase.
Figura 3.1. Efecto de los bioplaguicidas procedentes de plantas en 30
organismos.
Figura 3.2. Ciclo de pérdidas de los plaguicidas durante su aplicacion. 31
Figura 3.3. Aceites esenciales, estos productos presentan 32
composiciones complejas.
Figura 3.4. Liberacion de activo debido a estimulos externos.* 33
Figura 3.5. Técnicas de microencapsulamiento.*® 34
Figura 3.6. Proceso de secado por atomizacion para la preparacion de 35
sistemas microencapsulados (Spray Drying) B-290) imagen adaptada.®?
Figura 3.7. Formacion de particula durante la etapa de secado.* 36
Figura 3.8. Diferentes tipos de morfologias de microencapsulados que se 37
pueden obtener segun las condiciones de secado y atomizado.®
Figura 3.9. Estructuras de la a) amilosa y la b) amilopectina.®’ 39
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Figura 3.10. Diagrama de la conformacion de un granulo de almidon.®? 39
Figura 3.11. Proceso de gelatinizacion de almidon.®’ 41
Figura 3.12. Planta de candelilla. 42
Figura 3.13. Cera de candelilla en forma de laminas. 42
Figura 3.14. Aplicaciones de la cera de candelilla en diversos ambitos 43

industriales.”

Figura 3.15. Proceso de emulsificacion de baja energia (método EIP). 45

Figura 7.1. Proceso de produccion de nanoemulsion de cera de candelilla 49
mediante el proceso de emulsificacion de baja energia.

Figura 7.2. Proceso de gelatinizacion de almidon en reactor 50
enchaquetado.
Figura 7.3. Proceso de obtencion de microencapsulados de aceite 52

esencial de cubeb.

Figura 8.1. Micrografias de sistemas encapsulados. 56

Figura 8.2. Histogramas de distribucion de tamarios de los sistemas 57
encapsulados.

Figura 8.3. Particula fracturada del sistema AC15%. 59

Figura 8.4. Sistema aceite de cubeb/nanoparticulas de cera de candelilla. 60
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Figura 8.5. Esquema propuesto de la interaccion de componentes en la 61
formacion de los sistemas encapsuladdos de aceite de cubeb.

Figura 8.6. Sistemas encapsulados de aceite esencial de cubeb donde

se observa como a medida que aumenta la concentracion de aceite 62
aumentan las particulas “huecas”. a) AC15%, b) AC20%, c) AC30%, d)
AC40%, e) AC50%, f) AC60%.

Figura 8.7. Esquema propuesto del proceso de encapsulamiento con 63
bajas concentraciones de aceite.

Figura 8.8. Esquema propuesto del proceso de encapsulamiento con 64
altas concentraciones de aceite.

Figura 8.9. Micrografia de luz polarizada, sistema blanco (matriz cera de 65
candelilla/almidon).

Figura 8.10. a) Enfoque a la superficie de la particula, b) Enfoque al 66
interior de la particula que presenta birrefringencia.

Figura 8.11. a) Enfoque a la superficie de la particula, b) Enfoque al 66
interior de la particula que presenta birrefringencia.

Figura 8.12. Evidencia de sistema no encapsulado, donde se observa 67
aceite en la pared del ciclon colector.

Figura 8.13. Cromatograma de aceite de cubeb. 68

Figura 8.14. Andlisis termogravimétrico realizado a condiciones 69
isotérmicas (100°C) al aceite de cubeb.
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Figura 8.15. Analisis térmico realizado por medio de termobalanza al 70

aceite esencial de cubeb.

Figura 8.16. Microencapsulados analizados en termobalanza. "
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