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RESUMEN

Los aceites esenciales son conocidos por sus numerosas actividades biolégicas y orga-
nolépticas, pero su empleo suele verse limitado por su alta volatilidad y tendencia a
degradarse. La microencapsulacion es una estrategia valida para superar estos incon-
venientes. En este trabajo se emple6 almidén de fame (D. rotundata), el cual fue
sometido a procesos de hidrélisis y lipofilizacién, empleando anhidrido dodecenil-
succinico (DDSA); esto incrementd significativamente las capacidades captadora
de aceite y emulsificante (tensoactiva) del almidén nativo, el cual se empled para
microencapsular aceite esencial de tomillo, que en estudios previos demostré potente
actividad antibacteriana sobre las cepas involucradas en el desarrollo del acné. La
microencapsulacién se llevd a cabo por microparticulacion lipidica s6lida, seguida
de emulsificacién. Esta alcanzé una eficiencia superior al 98%, y el producto obte-
nido, desafiado en diversas pruebas, demostré capacidad de retener mas del 90% del
aceite esencial en condiciones de evaporacidn, evitando su oxidacién y el cambio
en su perfil de composicion. Finalmente, las microcdpsulas de aceites esenciales de

tomillo, al ponerse en contacto con las bacterias del acné, mantuvieron su actividad
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bactericida. Los resultados de este trabajo aportan al desarrollo de formulaciones
farmacéuticas, cosméticas y alimentarias estables y funcionales de aceites esenciales,

al protegerlos de la evaporacion y degradacion.

Palabras clave: almidones modificados, microencapsulacion, Thymus vulgaris, hidré-

lisis, lipofilizacién, DDSA, acné.

SUMMARY

Microencapsulation of thyme (7hymus vulgaris) essential
oil in polymeric matrices based on modified yam (Dioscorea
rotundata) starch

Essential oils are known for their numerous biological and organoleptic activities,
but their use is often limited by high volatility and tendency to degrade. Microen-
capsulation is a valid strategy to overcome these drawbacks. In this paper starch yam
(D. rotundata) was used, which was subjected to hydrolysis processes and lipophi-
lization using dodecenyl succinic (DDSA) anhydride, this significantly increased
the scavenging capacity of oil and emulsifier (surfactant) of native starch, which was
used to microencapsulate thyme essential oil, that in previous studies showed potent
antibacterial activity on strains involved in the development of acne. Microencapsu-
lation was conducted by microparticulation solid lipid, followed by emulsification.
This reached an efficiency of over 98%, and the product obtained, challenged by
various trials, demonstrated ability to hold more than 90% of essential oil under
evaporation conditions, avoiding oxidation and change in composition profile.
Finally, the microcapsules of essential oil of thyme at contact the acne bacteria,
maintained its bactericidal activity. The results of this study contribute to the devel-
opment of pharmaceutical, cosmetic and food formulations stable and functional

based on essential oils, to protect degradation and evaporation.

Key words: Modified starches, microencapsulation, Thymus vulgaris, hydrolysis, lipo-
philization, DDSA, acne.



Microencapsulacién de aceite esencial de tomillo

INTRODUCCION

Los aceites esenciales (AA. EE.) son mezclas complejas de sustancias quimicas bios-
intetizadas fundamentalmente por las plantas, que les proporcionan su aroma carac-
teristico. Muchos poseen actividades bioldgicas reconocidas como antisépticas,
antiinflamatorias y repelentes de insectos, entre otras, amén de que otros son emplea-
dos como sazonadores. Con gran frecuencia, dichas propiedades no se aprovechan ple-
namente debido a su gran volatilidad y tendencia a oxidarse [1], por lo cual es necesario
fijarlos a un transportador para proporcionarles una adecuada estabilidad y vida util.
Una de las mejores alternativas para llevar a cabo esto es la microencapsulacion, paralo
cual pueden emplearse biopolimeros de origen natural [2-5]. Generalmente, los mate-
riales de pared usados para microencapsulacién son goma arabiga, maltodextrina, car-
bometilcelulosas y almidén [6].

Colombia, dentro de su gran riqueza natural, posee numerosas fuentes de almidones
nativos que han sido muy poco estudiados para fines no alimentarios. Estudios pre-
vios [7] permitieron desarrollar una serie de almidones lipofilicos a partir de fuentes
propias de las regiones Caribe y Andina (fiame, batata, yuca, pldtano, maiz, arracacha,
achira, arroz, etc.), que probaron una importante capacidad emulsificante. Estos almi-
dones, mediante procedimientos microtecnoldgicos posteriores son capaces de encap-
sular eficientemente AA. EE., con potenciales aplicaciones farmacéuticas, cosméticas
y alimentarias. La microencapsulacion se realiza empleando numerosos procesos [6,
8, 9], entre ellos el secado por aspersion o Spray Drying, la coacervacion, formacién
de liposomas, entre muchos otros. Segun las condiciones de elaboracién vy el tipo
de material encapsulante, es posible obtener materiales capaces de retener AA. EE.
y liberarlos en el momento de su uso. Estos productos pueden ser empleados como
transportadores de aceites esenciales capaces de brindar proteccién a los mismos
frente a la oxidacidn, la evaporacién y el mantenimiento de su perfil cromatogréfico,
asi como el control de su liberacién.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y solventes: el etanol se adquirié de JT Baker (Phillipsburg, USA), anhidrido
docecenil succinico caldo de Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Medios de cultivo:
Miieller Hinton (caldo MH), agar Miieller Hinton (agar MH), caldo Tripticasa
Soya (caldo TSA), agar Tripticasa Soya (agar TSA), caldo Lutia Bertani (caldo LB) y
agar Lutia Bertani (agar LB) se obtuvieron de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania),
gentamicina sulfato de Biopex SAC (estidndar secundario lote: 10C256). Las cepas
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bacterianas se adquirieron de la American Type Culture Collection (ATCC): Propio-
nibacterium acnes (P acnes) ATCC 11827, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC
25923y Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) ATCC 12228. El aceite esencial de
tomillo (Zhymus vulgaris L.) se obtuvo en Green Andina Ltda. (Bogotd, Colombia).

El almidén de fame (Dioscorea rotundata, var. espino) se obtuvo de tubérculos del
mismo que se compraron en el municipio de San Juan Nepomuceno, norte del depar-
tamento de Bolivar (9° 37 latitud norte y 74° 15 longitud oeste), a 72 km de la ciudad
de Cartagena. Se adquirieron en la parcela de un particular, 20 kilogramos de material
vegetal fresco, entero, sin sefiales de deterioro y en estado de madurez para consumo
humano. El proceso de extraccién del almidén corresponde al método convencional
de rallado y precipitacién [10]. Inicialmente, con un lavado se retira la tierra y suciedad
en general, seguido de un descortezado y nuevo lavado; luego se realiza un troceado y
licuado con agua potable para obtener una lechada, esta se filtra por medio de una tela
para eliminar las fibras de celulosa. El filtrado se deja en reposo y luego se decanta, el
sobrenadante se elimina y el sedimento se lava con agua desionizada y se filtra al vacio,
se seca a 50 °C por 24 horas, luego se muele y finalmente se empaca en recipientes her-
méticos. Aproximadamente un 10% de almidén seco es obtenido a partir del material
vegetal, es decir, 2 kilogramos.

Caracterizacion del almidén

Contenido de amilosa: se disolvieron 20 mg de almidén (base seca) en 8 mL de dime-
tilsulféxido (DMSO) al 90%, se agité vigorosamente en un Vértex por 20 minutos y
posteriormente se calentd la dispersién en un bafio de maria Memmet a 85 °C por 15
minutos. En seguida se enfrié la mezcla y se afor6 a 25 mL con agua destilada. Se tomd
1 mL de esta dispersion y se transfirié a un matraz aforado de 50 mL, al cual se le habia
agregado 40 mL de agua destilada y 5 mL de una solucién de yodo/yoduro de potasio
(0,0025 M - 0,0065 M). Finalmente se aford con agua, se homogenizd y se dejé en reposo
por 15 minutos antes de leer en el espectrofotémetro a 630 nm, usando una curva patron
de almiddn soluble (amilosa) estandarizado para la realizacién de los calculos [11, 12].

Determinacién de pH: se prepar6 una suspension de 10 g de almidén en un vaso de pre-
cipitado de 100 mL y se adicionaron SO mL de agua destilada, en agitacién constante a
una rata moderada por 5 minutos. Se determiné el pH empleando un potenciémetro
previamente calibrado [13].

Tamanio de particula: el tamafo medio de particula se determiné segun metodologia
de Edmundson [14]. Para la medicién de las particulas se emple6 un estéreo-microsco-
pio NIKON SMZ745T (lente de 5X). Muestras muy pequenas de almidén se pusie-

ron sobre portaobjetos que posteriormente eran ubicados en la platina del equipo. Se
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observé la morfologia, tamano y bordes de las particulas para cada almidén y se toma-
ron varias fotografias. De cada una se escogieron 20 particulas que fueron analizadas y
medidas empleando el programa OPTKO-PRO versiéon 2.7. Un minimo de 200 parti-
culas se analizaron por muestra.

Modificaciéon quimica del almidén

Hidyélisis: a una suspension de almidén nativo (40 g de almidén en 100 mL de agua
desionizada) se afadié 4cido clorhidrico hasta alcanzar una proporcion de 3,4 g res-
pecto de la base seca, con agitacién constante por 6 horas; manteniendo la temperatura
en 50 °C en un bafo termostatado. Cumplido el tiempo, se neutralizé el sistema con
NaOH al 10% hasta pH 6,5; se filtré al vacio y el residuo se lavé 4 veces con agua des-
tilada, se secd a 50 °C por 24 horas y finalmente el almidén hidrolizado obtenido se
molié y almacené en bolsas pldsticas herméticas hasta su uso [15].

Lipofilizacidn: una suspensién de almidén nativo o hidrolizado a 25 °C (40 g de almi-
dén en 100 mL de agua desionizada), se ajusté a pH 8,5 con NaOH 3% con agitacion
constante por 30 minutos. En ensayos independientes se agregaron 10 o 15 mL de
anhidrido dodecenil succinico (DDSA) diluido en 75 mL de etanol 96%, para alcan-
zar dos niveles diferentes de sustitucién. Debido a que durante la reaccién el pH de la
solucion tiende a descender, este se mantuvo entre 8,5 y 9,0 con pequenas adiciones de
NaOH 3%. Una vez que el reactivo limite se termind, esto es, cuando el pH no des-
ciende mas, la solucion se ajust6 a un valor de 6,5 con HCl al 10%. El material se filerd
avacio y se resuspendi6 en agua desionizada para nuevamente ser filtrado. Esta opera-

cidn se repitid por tres veces. Finalmente se dispuso en capas delgadas sobre bandejas
y se sec6 en un horno de laboratorio (Memmert SNE 400) a 50 °C por 24 horas [16].

Para garantizar la remocién total del dcido dodecenil succinico libre, los almidones
lipofilizados se sometieron a un lavado con ayuda de un extractor Soxhlet empleando
300 mL de etanol al 96% como solvente, y un minimo de 10 recirculaciones; luego, el
almiddn fue filtrado y secado durante 24 horas a 50 °C.

Determinacion del porcentaje de sustitucion (PS): el PS representa el nimero promedio
de grupos hidroxilos sustituidos por mol de anhidroglucosa (AG) [17]. EI PS de los
almidones succinatados se determiné por titulacién 4cido-base, toda vez que el residuo
de 4cido docecenil succinico unido a la cadena de almidén, posee un grupo carboxilo
libre. Se pesaron 5 g de almidén modificado en un vaso de precipitado de 50 mL, a los
que se adicionaron 25 mL de solucién de HCI 0,01 N; para asegurar que los residuos
se encontraran protonados (remineralizacidn). Esta suspension se agitd durante 30
minutos. La suspension se filtrd y la torta himeda se lavé con agua desionizada hasta
que no se detectaron cloruros en las aguas de lavado (utilizando solucién de AgNO;
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0,1 N). La torta himeda se transfirié cuantitativamente a un vaso precipitado de 900
mL, anadiendo 100 mL de agua desionizada con posterior agitacién. A continuacion
se incorporaron 200 mL de agua desionizada a ebullicién. La solucién se colocé en
un bano de agua hirviendo durante 30 minutos, después de enfriada, y con adicién de
2-3 gotas de fenolftaleina al 1% como indicador, se titul6 con NaOH 0,01 N. EI PS se
calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

_C><V><162><
Wx1000X 3

Donde:

% PS 100

C = normalidad de la solucién de NaOH utilizado durante la titulacién.
V= volumen consumido de la solucién de NaOH.

W = peso de la muestra analizada.
162 es el peso molecular de la unidad AG.

3 es el namero de hidroxilos presentes en cada unidad de AG.

Propiedades de los almidones modificados

Absorcién de aceite: este ensayo mide el cambio en la capacidad de los almidones modi-
ficados para absorber aceite. Para determinarla, se tomé 1 g de almidén y se mezcld
con 10 mL de aceite de maiz en Vortex durante 30 segundos. Las muestras se dejaron
en reposo durante 30 minutos a una temperatura ambiente (25 + 2 °C). Luego se cen-
trifugaron a 3.000 rpm durante 15 minutos, midiéndose el volumen del sobrenadante
obtenido en una probeta de 10 mL. Los resultados se obtuvieron restando los 10 mL
iniciales de aceite con el volumen después de la centrifugacion, reportandose la capaci-
dad de absorcién de aceite en mL/g de muestra [18].

Absorcidn de agua: este ensayo es homdlogo al anterior, pero orientado a la absorcién o
captacion de agua, y se desarrolla de manera similar a la prueba de absorcién de aceite,
pero empleando agua en su lugar. Los resultados se obtuvieron restando los 10 mL
iniciales de agua con el volumen de la misma después de la centrifugacion. Se reporta la
capacidad de absorcién de agua en mL/g de muestra [18].

Capacidad emulsificante: los almidones tienen capacidad anfifilica frente al agua y
el aceite, pero escaso poder tensoactivo. Al lipofilizar los almidones, esta propiedad
cambia y debe ser evaluada. Para ello se mezclé 1 g de almidén con 25 mL de agua a
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25 °C, agitandose manualmente durante 15 minutos; posteriormente se mezclé esta
suspension con 25 mL de aceite de maiz con ayuda de un homogenizador ultra turrax
IKA T10 a 1.300 rpm por 3 minutos y se dejé en reposo a temperatura ambiente por
24 horas, al cabo de las cuales, se midié la cantidad de emulsién remanente (ER). Esta
se expresd en términos de porcentaje, como volumen de la capa emulsificada (VCE)
con respecto al total del liquido (VTL) empleando la siguiente expresion [19]:

ER =@XIOO
VTL

Microencapsulaci(')n de aceites esenciales

La microencapsulacién se realizé mediante microparticulacién lipidica sélida (MLS).
Se tomaron 15 gde almidén (nativo, hidrolizado, lipofilizado), y se mezclaron manual-
mente en un vaso de precipitado con ayuda de una varilla de vidrio en seco con 3,2 g
de aceite esencial disueltos en 3,2 g de aceite mineral, dejando en reposo por 24 horas
en un frasco de cierre hermético. Al cabo de este tiempo, se anadieron 50 mL de agua
desionizada, y la mezcla resultante se sometié a emulsificacién con ayuda de un homo-
genizador ultra turrax IKA T10 2 5.000 rpm por 10 minutos. El producto obtenido se
almacend emulsionado en frascos herméticos y asi se empled.

Eficiencia de la encapsulacién

Para evaluar la eficiencia de la encapsulacién se emple6 un equipo de hidrodestilacién
tipo Clevenger, en el que se pusieron 20 g de emulsién de microencapsulas en 300 mL de
agua desionizada en un balén de 500 mL. Después de destila por 3 horas, se cuantificd
el aceite esencial obtenido, el cual corresponde a un porcentaje de material inicial [20].

Analisis de composicion del aceite esencial

La composicion del aceite esencial de tomillo se analizé mediante técnica instrumental
de gromatografia de gases acoplada a espectrometrfa de masa (GC/MS), en un equipo
GC/MS 7890A/5975C Agilent (USA), en interfase con un detector selectivo de
masas HP5973 Network conectado en linea con un sistema HP-MS ChemStation y
la base de datos NIST-2008. Condiciones: como muestra se tomaron 50 pL de cada
aceite esencial que se disolvieron en 450 uL de diclorometano, inyectandose 1,0 uL
a modo split (20:1), la temperatura inyector fue de 250 °C, se utilizé una columna
capilar HP-SMS 5% Phenyl Methyl Silox (30 m x 250 um x 0,25 um), utilizdindose
helio (Aga-Fano) como gas de arrastre, a flujo constante de 1 mL/min, presién del gas
7,6354 psi y velocidad lineal de 36 cm/seg. La temperatura inicial fue de 45 °C y la
temperatura de la linea de transferencia de 280 °C [21, 22]. La identidad de los compo-
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nentes se asignd por comparacion de los espectros de masas obtenidos con los presentes
en la base de datos.

Actividad antibacteriana iz vitro

La actividad antibacteriana del aceite esencial de tomillo microencapsulado en el almi-
dén lipofilizado de fiame, se realizé de la manera que se describe a continuacion.

Cepasde S. aureus, S. epidermidisy P. acnes se inocularon en caldos MH, LB, TSA, res-
pectivamente, de acuerdo con las indicaciones establecidas por la CLSI [23], tomando
entre 3 y 4 colonias bien diferenciadas y morfolégicamente similares de las bacte-
rias previamente sembradas en placas de Petri con agares homélogos, incubdndose
a 35 + 2 °C y verificando sistematicamente la densidad dptica a 620 nm (DO,) en
lector de microplacas (Multiscan EX Thermo', USA), hasta que la suspension bacte-
riana alcanzara una DOy, entre 0,08 y 0,1 equivalente a 0,5 en la escala de McFarland
(1 x 108 UFC/mL) [24]. Una vez alcanzado este valor, S mL de caldo se mezclaron con
5 mL de emulsién de microcdpsulas empleando un agitador Vértex, en tubos de ensayo
microbiolégico con tapa estériles, dejéndose en incubacion por 24 horas a 35 + 2 °C
en agitacién constante. Finalizado este tiempo, y para evaluar la capacidad bactericida
de las microcdpsulas, asadas tomadas de los tubos se sembraron en los agares especificos
para las tres cepas y nuevamente se incubaron a las mismas condiciones por 24 horas.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos para cada uno de los almidones bajo estudio, fueron recolec-
tados y comparados mediante evaluacién estadistica segun los comportamientos obser-
vados para materiales de referencia tales como el almidén de maiz. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado siguiendo los protocolos establecidos anteriormente. El
andlisis estadistico se realizé comprobando los supuestos de normalidad de datos para
el empleo de modelos paramétricos (distribucién normal, igualdad de varianza e inde-
pendencia de datos). El andlisis estadistico se orientd a comparar los valores de medios
de los resultados obtenidos. Los resultados obtenidos fueron sometidos a analisis de
varianza ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet para determinacién de diferencias
significativas. Los datos se ordenaron empleando el programa MS Excel 365, y los ana-
lisis estadisticos se hicieron con el paquete GraphPad Prisma V 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos se realizaron sobre almidones nativos y modificados de fiame (D. rotun-
data). Se emplearon almidones homélogos de maiz USP (Z. mays), como referencia.

196



Microencapsulacién de aceite esencial de tomillo

La tabla I presenta los resultados de la caracterizacién bésica de los almidones de hame
y maiz. El valor de pH para cada uno se encontré dentro de los limites esperados de 5,5
a7,5[25]. De igual manera, tanto el tamano de particula como el contenido de amilosa
se corresponden con los valores reportados por la literatura [2, 12, 26, 27]. La figura 1
presenta una imagen de los amiloplastos de hame con la forma en que se hicieron las
medidas.

Tabla 1. Caracterizacién almidones nativos de fiame y maiz.

Almidén Amilosa (%) pH Tamafio de particula (pm)
Name 35,00 + 0,54 7,19 + 0,04 126,57 + 17,17
Maiz USP 25,97 £0,59 6,57 + 0,04 38,63 £ 6,25

Los valores corresponden a media de tres réplicas + la desviacion esténdar.

- D=9201.00 um2 P=460.90 um

Figura 1. Fotograffa de amiloplastos de fiame, con mediciones hechas con el programa OPTKO-
PRO version 2.7.

Una microparticula lipidica sélida se asimila a una emulsién del tipo agua en aceite,
excepto que la parte lipidica se mantiene sdlida [28]. La microencapsulacién de acei-
tes esenciales empleando almidones, utiliza los amiloplastos como microcontenedo-
res, ajustandose a esta definicién. El objetivo, por tanto, es “rellenar” los amiloplastos
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individuales con aceite esencial en una matriz s6lida, para lo que se necesitan dos cosas:
incrementar la lipofilicidad y conservar la integridad del amiloplasto para que retenga
al aceite. Numerosos estudios se centran hoy en la preparacién de este tipo de micro-

particulas para vehiculizar y proteger los AA. EE. [29-33].

La lipofilizacién de los almidones para hacerlos mas afines a los aceites esenciales se
puede lograr de varias maneras. La primera, es realizando una hidrélisis 4cida parcial
del almidén. Zambrano y Camargo [15] optimizaron las condiciones de dicha hidré-
lisis sobre almidén de yuca (Manibot esculenta), como sustituto de grasas en alimen-
tos procesados. Consecuencia de la hidrdlisis, ocurre un incremento en la lipofilicidad
del material resultante, junto con una disminucién significativa de la viscosidad de sus
dispersiones. La segunda, consiste en introducir grupos lipofilicos a las cadenas poli-
méricas del almidén. Una forma de hacerlo, es mediante reacciones de sustituciéon con
anhidridos organicos de cadenas carbonadas largas. En este trabajo se empleé anhi-
drido dodecenil succinico, el cual tiene una cadena de doce carbonos. La tabla 2 pre-
senta los porcentajes de sustitucién alcanzados a los dos niveles de cantidad de reactivo
empleado. En todos los casos se utilizaron almidones hidrolizados. Almidones nativos
no se sustituyeron debido a que sus dispersiones son muy viscosas.

Tabla 2. Porcentaje de sustitucién de los almidones hidrolizados y lipofilizados segtn las condicio-

nes de reaccién (mL de anhidro dodecenil succinico por cada 40 gramos de almidén).

Almidén DDSA 10 mL DDSA 15 mL
Name 0,33 + 0,00 0,40 + 0,00
Maiz 0,34 + 0,00 0,40 + 0,00

Los valores corresponden a media de tres réplicas + la desviacién estdndar.

Como consecuencia de la hidrélisis y la sustitucion lipofilica, los almidones presenta-
ron cambios en la capacidad captadora de aceite, cuyos valores se presentan en la figura
2. Es notable para ambos almidones, que en la medida que se hidroliza y sustituye con
DDSA, lalipofilicidad aumenta, llegando a duplicarse con la mayor sustitucién.
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Figura 2. Capacidad de absorcién de accite de los almidones nativos y modificados (mL/g). Los
valores corresponden a las medias de tres réplicas + desviacion estindar de los almidones modifica-
dos respecto de su almidén nativo (control). *p < 0,5; **p < 0,01 y **p < 0,001 son significativamen-

te diferentes del valor de control.

Un comportamiento un poco mds erratico se verifica con la capacidad de captacion de
agua (véase figura 3). El fiame tiende a reducir esta capacidad a medida que se lipofiliza,
en tanto que en el maiz, con la hidrélisis y primera sustitucidn, esta se aumenta, mien-
tras que con la segunda sustitucién se disminuye. Esto puede deberse al hecho de que
con las primeras modificaciones ocurre una desorganizacién de las cadenas poliméri-
cas, lo que permite una mayor entrada de agua al amiloplasto. Con el segundo nivel de
sustitucion, este se hace mas hidrorrepelente y, por tanto, su capacidad de captar agua
disminuye. Por tener un tamano de particula mas pequefio que el fiame, la desorganiza-
cién de las cadenas es mas probable.

Los almidones son anfifilicos en su estado natural (nativo), pero con una pobre capacidad
emulsificante, pues su actividad tensoactiva es muy limitada; no obstante, como se obser-
va en la figura 4, en la medida que los almidones se sustituyen con cadenas carbonadas
largas, la capacidad tensoactiva, y por tanto emulsificante, se incrementa [28, 29, 34]. El
balance hidrofilico-lipofilico (HLB) de los almidones obtenidos probablemente tienda a
ser bajo, puesto que las emulsiones que se forman en el ensayo de capacidad emulsificante

fueron del tipo agua en aceite (W/O).
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Figura 3. Capacidad de absorcién de agua de los almidones nativos y modificados (mL/g). Los va-

lores corresponden a las medias de tres réplicas + desviacién estindar de los almidones modificados

respecto de su almidén nativo (control). **p < 0,01 y ***p < 0,001 son significativamente diferentes

del valor de control.
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Figura 4. Porcentaje de emulsidn remanente (24 horas) empleando almidones nativos y modifica-

dos. Los valores corresponden a las medias de tres réplicas + desviacién estdndar de los almidones

modificados respecto de su almidén nativo (control). **p < 0,001 es significativamente diferente

del valor de control.

Para la encapsulacion del aceite esencial de tomillo, se escogié el almidén de hame hidro-
lizado/lipofilizado, que mostr6 la mayor capacidad tanto lipofilica como emulsificante.
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Microencapsulacién de aceite esencial de tomillo

Laabsorcién del aceite esencial en la matriz lipofilica rinde un material de aspecto seco,
que se embebe ficilmente sin ser grasoso al tacto. El propésito de suspender/emulsi-
ficar estas particulas, se orienta la formacién de una cubierta acuosa alrededor de las
mismas, que por hidrorrepelencia, ayude a mantener al aceite esencial dentro de las
microcdpsulas de almidén modificado, que como se indicé previamente, corresponden
a los amiloplastos nativos originales. La emulsion obtenida, correspondié a una de tipo
aceite en agua (O/W), sin sensacién grasosa y de fécil lavado, lo que permite concluir
que al incrementar la proporcién de agua en la emulsién mediada por estos almidones
lipofilicos, ocurre una inversion de fases.

Para evaluar la capacidad de las microcépsulas de retener el aceite esencial, se tomaron
10 cuerpos de cajas de Petri, donde se vertieron 20 mL de emulsion, que se dejaron
expuestas al ambiente (temperatura 25 + 2 °C, HR 60%) durante 20 dias, evaluando
por triplicado de manera seriada. La figura 5 presenta los resultados. El dia cero, corres-
ponde a la composicién inicial de la preparacién, donde se pone de manifiesto que la
eficiencia de la encapsulacion es mayor del 98,5%. Al dia 4, se ha perdido cerca del 77%
del agua, pero apenas un 3,2% de aceite esencial. Para el dia 20, hay un remanente del
15% de humedad, y mas del 91% de aceite, es decir, una pérdida del 7%. Estos resulta-
dos ponen de manifiesto la eficiencia del sistema de retener el componente volatil bajo
las condiciones extremas de libre evaporacion.
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Figura 5. Porcentaje remanente de agua y aceite esencial de tomillo en un envejecimiento de 20
dfas, respecto de la composicién original. Las barras blancas corresponden al contenido de agua y
las barras grises al contenido de aceite esencial de tomillo. Los valores corresponden a las medias
de tres réplicas + desviacién estandar de los almidones modificados respecto de su almidén nativo

(control). *p < 0,5y **p < 0,001 son significativamente diferentes del valor de control.

Dado que los objetivos de la microencapsulacién de los aceites esenciales no es solo
retenerlos sino también mantener su composicion invariable, evitando oxidaciones,
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polimerizacionesy otras reacciones degradativas, se realizaron anélisis de cromatografia
GM a los destilados anteriores. Los perfiles de composicién durante el envejecimiento
se presentan en la tabla 3. De los principales componentes, se destaca que el timol se
reduce en un 10%, en tanto que el carvacrol lo hace en un 1%, que es consistente con la
pérdida global del 7% de aceite, y no se evidencia la aparicidén de nuevas especies qui-
micas, lo que significa que hubo una pequefa pérdida de material, pero no se evidencié
deterioro de los componentes constitutivos.

El aceite esencial de tomillo (7 vulgaris), ha demostrado ser muy promisorio para el
tratamiento del acné, gracias a sus propiedades antibacterianas sobre las cepas vincu-
ladas a la fase infectiva del mismo (2 acnes, S. epidermidis, S. aureus) [29, 30, 35]; por
tal razdn, fue elegido como aceite modelo. Para probar si sus propiedades bactericidas
se mantenian atin después de encapsulado, se evalud la emulsion del mismo frente a las
cepas de acuerdo con la metodologia descrita. En el modelo empleado, se evidenci6 que
por efecto de la dilucién, la emulsién deja de ser propiamente liquida, las microcapsulas
quedan en suspension, de alli la necesidad de la agitacién constante.

Tabla 3. Perfil de composicion de los principales componentes del aceite esencial de tomillo durante

el envejecimiento de la emulsion.

Tiempo de Abundancia relativa
Compuesto retencion

(min) Dia0 Dial | Dia4 | Dia7 | Diall | Dia20

a-Pineno 4,38 +0,01 0,74 0,84 0,85 1,03 0,87 0,95
Canfeno 4,67 £ 0,00 0,62 0,76 0,76 0,88 0,67 0,73

p-Cimeno 6,50 £ 0,04 15,55 1645 | 17,69 | 18,90 | 17,28 20,3
Eucaliptol 6,65 £ 0,07 1,52 1,81 1,82 1,87 1,94 1,50
g-Terpineno 7,52 £ 0,02 5,47 5,48 5,65 6,30 5,81 7,79
Linalool 8,55 £ 0,02 1,80 2,31 2,05 1,91 2,59 1,73
Canfor 9,56 £ 0,00 0,23 0,21 0,27 0,29 0,32 0,44
Borneol 10,45 £ 0,01 0,96 1,29 1,15 1,03 1,45 0,86
Terpinen-4-ol 10,84 + 0,01 0,76 1,12 0,91 0,84 1,19 0,73
Timol 14,37 + 0,06 63,46 | 62,13 | 61,77 | 61,71 | 5829 | 51,48
Carvacrol 14,47 + 0,07 12,48 10,07 | 11,23 | 11,05 | 13,11 11,12
o-Cimen-5-ol 14,61+ 0,05 1,11 1,28 0,21 0,18 1,44 0,17
Cariofileno 18,01 £ 0,02 2,38 1,66 1,60 2,11 1,44 2,19
C?r’i‘:g;ei 21,67+004 | 071 | 084 | 091 | 010 | 011 | 036
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La figura 6 corresponde a las imagenes de las cajas de Petri donde se sembraron asadas
de la mezcla de cepas con la emulsién del aceite microencapsulado. La parte A de la
figura corresponde al control, y la parte B al ensayo con aceite. Se evidencia que no
hubo ningtin crecimiento, y que por tanto, el aceite esencial se liberd suficientemente,

para ser eficaz frente al crecimiento de las bacterias.

.
Control 5. gureus

TR
5. epidermidis + AAEE Tomillo

Figura 6. Imagenes de las cajas de Petri de la siembra final en la prueba de actividad bactericida.
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CONCLUSIONES

La hidrdlisis y posterior lipofilizacién del almidén de fiame (D. rotundata), permite la
microencapsulacién de aceite esencial de tomillo (77 vulgaris) con una eficiencia mayor
al 98%, en donde el amiloplasto nativo original se constituye en un microrreservorio
de este aceite. Su posterior emulsificacion lo estabiliza y lo mantiene confinado, aislado
del oxigeno y la luz, elementos importantes en la degradacién de estos materiales. No
obstante lo anterior, al ser aplicado en un sistema diluido, las microcapsulas se liberan
de la emulsién y, a su vez, liberan el aceite, virtualmente intacto, que mantiene y ejerce
sus actividades bioldgicas conocidas.
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