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RESUMEN

La seleccion reologica de nuevas mezclas poliméricas es una investigacion
fundamental ya que ha demostrado alta efectividad para direccionar nuevos
materiales 0 mezclas a diferentes procesos. Un ejemplo de ello es la selecciéon de
materiales de pared, que mediante pruebas reoldgicas (pruebas de flujo y perfil
viscoelastico) se determina su capacidad para ser aplicados en la encapsulacion
de compuestos de interés y mediante pruebas de secado se verifica dicha
capacidad. Por ello, este proyecto se enfoca en la seleccion reolégica de nuevas
mezclas poliméricas y su validacion al ser empleados en procesos de secado por
aspersion para la microencapsulacién de un extracto acuoso (Hibiscus sabdariffa)
y una emulsién (Bioinsecticida). Como materiales de pared se ensayaron mezclas
de quitosano (Q), alginato de sodio (A) y fructanos de agave (F) para la
microencapsulacion de los compuestos activos, aplicando un disefio de mezclas
simplex lattice (3,3) con centroide. Para la seleccion se realizaron pruebas
reoldgicas, del perfil viscoelastico y flujo y se eligieron las 3 mejores mezclas T6
(1.23%A:12.44%F), T10 (0.0929%Q:0.092%A.:7.146%F) y T12
(0.18%0Q:0.66%A:3.33%F) con base en su viscosidad (u), consistencia (A) e
interacciones quimicas observables mediante los mddulos viscoelasticos (G vy
G™"). Se validé la capacidad de encapsulacion de las 3 mezclas con un extracto
acuoso de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y una emulsion (Bioinsecticida), mediante
un disefio experimental 3** a 3 diferentes temperaturas (110°C, 120°C y 130°C), y
3 proporciones de material de pared (1:3, 1.5 y 1:7). Los mejores tratamientos
obtenidos del disefio fueron el 1.23%A:12.44%F (1); 0.092%Q:0.092%A:7.146%F
(6) y 0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) de acuerdo con su rendimiento de secado,
donde se obtuvieron valores hasta del 82.03+0.53% con condiciones de operacion
de 120 °C, 1:7 relacién de material de pared y un flujo de 0.8 L/h para el extracto
de jamaica. Debido a la presencia de aceites en la formulacion bioinsecticida se
obtuvo rendimiento maximo de secado de 32.87+x3.54% con T12
(0.18%0Q:0.66%A:3.33%F). Por ello, se redisefid un modelo experimental 4x2, en



donde se incorporaron otros materiales de pared proporcionados por la empresa
Althus Biopharm, nombrados como ALTUS-2 (AT-2) y ALTUS-3 (AT-3) que se
emplearon como materiales de pared de manera individual y mezclados con T12
(0.18%0Q:0.66%A:3.33%F). Los resultados reoldgicos indicaron que el mejor
tratamiento fue AT-3 (4:1) con rendimientos del 85.13+3.50% y un alto indice de
mortalidad sobre é&caros de los géneros Tetranychus urticae vy
Polyphagotarsonemus latus desde 88.8+1.0% hasta un 96.3+0.57%; y con una
mortalidad del 50+£14.14% al 70+£14.14% contra Galleria mellonella y Spodoptera
frugiperd. Se optimizaron las condiciones de operacion mediante un disefo
experimental 23, con temperaturas de (110 °C y 120 °C), flujos de alimentacién al
secador (0.6 y 0.8 L/h) y presion de giro de la esprea (0.2 y 0.25 Mpa). De acuerdo
con los resultados obtenidos se concluyé que las mejores condiciones de
operacion para garantizar un mayor rendimiento son: 120°C, 0.8 L/h de flujo de
alimentacion y 0.25 Mpa de presion de giro de la esprea. Los tratamientos AT-3
[4:1] que se realiz6 a temperatura de 110° C, flujo de alimentacién de 0.6 L/h y
presion de giro de la esprea de 0.25 Mpa demostraron ser los mejores
tratamientos para el secado por aspersion de un producto bioinsecticida de
naturaleza oleosa, alcanzado rendimiento hasta un 90.40+1.08%.



ABSTRACT

The rheological selection of new polymeric mixtures is fundamental in the last
years since it has demonstrated high effectiveness to direct new materials or
mixtures to different processes. An example of this is the selection of wall
materials, which by means of rheological tests (flow tests and viscoelastic profile)
determine their capacity to be applied in such process and by means of drying
tests verify such selection capacity. Therefore, this project presents the rheological
selection of new polymeric mixtures and their validation by spray drying of different
wall materials applied in the microencapsulation of an aqueous extract (Hibiscus
sabdariffa) and an emulsion (Bioinsecticide), chitosan (Q), sodium alginate (A) and
agave fructans (F) were used for the microencapsulation of the active compounds
applying a simplex lattice (3,3) mixture design. Viscoelastic profile and flow tests
were performed to select the 3 best mixtures T6 (1.23%A:12.44%F), T10
(0.092%0Q:0.092%A:7.146%F) and T12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) were selected
for their viscosity (u), consistency (A) and chemical interactions observable through
the viscoelastic modulus (G' and G") to be used as wall material. The
encapsulation capacity of the 3 mixtures was validated with an aqueous extract of
Jamaica (Hibiscus sabdariffa) and an emulsion (bioinsecticide), using a 33-1
experimental design at 3 different temperatures (110°C, 120°C and 130°C), and 3
proportions of wall material (1:3, 1:5 and 1:7). The best treatments obtained from
the design were 1.23%A:12.44%F (1); 0.092%0Q:0.092%A:7.146%F (6) and
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) based on their drying performance, where values up
to 82.03+0.53% were obtained with operating conditions of 120°C, 1:7 wall material
ratio and a flow rate of 0.8 L/h for the Jamaican extract. Due to the presence of oils
in the bioinsecticide formulation, maximum drying yields of 32.87+3.54% were
obtained with T12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F). Therefore, a 4x2 experimental
model was redesigned, where single and mixed ALTUS-2 (AT-2) y ALTUS-3 (AT-
3) were incorporated to T12. The rheological results indicated that the best
treatment was AT-3 (4:1) bioinsecticide with yields of 85.13+3.50% and a high
mortality rate on mites of the genera Tetranychus urticae and



Polyphagotarsonemus latus from 88.8+1.0% to 96.3+0.57% and with mortality from
50+£14.14% to 70£14.14% against Galleria mellonella and Spodoptera frugiperd.
The operating conditions were optimized by means of an experimental design 23,
with temperatures of (110 °C and 120 °C), dryer feed flows (0.6 and 0.8 L/h) and
sprayer rotation speeds (0.2 and 0.25 Mpa) where it was concluded that the best
operating conditions to guarantee a higher yield are: 120°C, 0.8 L/h feed flow and
0.25 Mpa sprayer rotation pressure. The treatments AT-3 [4:1] (5), which was
carried out at a temperature of 110°C, 0.6 L/h feed flow and 0.25 Mpa spray
pressure, proved to be the best treatments for spray drying of a bioinsecticide
product of an oily nature, reaching a yield of 90.40+1.08%.



LISTA DE ABREVIATURAS

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficacia.
DDT - Dicloro difenil tricloroetano.

GABA - Acido gamma-aminobutirico.

PLA - Acido polilactico.

PVA - Alcohol polivinilico.

PET - Tereftalato de polietileno

BOPP - Polipropileno Biorientado.

PE - Polietileno.

SA- Secado por aspersion.

AGP- Alto grado de polimerizacion.

GA- Goma arabiga.

MA- Maltodextrina.

SEM- Microscopia electrénica de barrido
FTIR- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
DSC- Calorimetria diferencial de barrido

Tg- Temperatura de transicion vitrea.

B1O- Bioinsecticida liquido.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La proteccion de sustancias quimicas de origen biolégico es de alto interés
industrial, a fin de conservar sus diferentes propiedades funcionales, asi como
atributos nutritivos y/o sensoriales, ademas de facilitar el traslado de producto
tanto en el sector alimenticio como en el agroindustrial. Se ha demostrado que
estas sustancias quimicas de interés son susceptibles a condiciones ambientales
tales como la temperatura, humedad, rayos ultravioleta, pH etc. Para lograr dicha
proteccion, los compuestos pueden ser encapsulados empleando materiales que
permitan garantizar la proteccion adecuada y asi incrementar su vida de anaquel y
efectividad. En los ultimos afos, con el enfoque del cuidado del medio ambiente,
ha sido prioritaria en México y el mundo, la implementacién tecnoldgica para la
produccién de bioinsecticidas, que como su nombre lo indica, son toda sustancia
biolégica no sintética capaz de reducir, controlar o mitigar una plaga blanco.
Regularmente son productos con compuestos activos naturales provenientes tanto
de plantas o microorganismos, los cuales tienen un impacto muy bajo al medio

ambiente y a la salud en comparacién con los insecticidas quimicos y sintéticos.

Uno de los insectos mas recurrentes en diferentes cultivos de importancia
agroalimentaria es el acaro (Tetranychus urticae), éste invade cultivos como el
tomate, aguacate, pepino, entre otros, generando pérdidas en el rendimiento y
econdémicas para los agricultores. Para combatir a este y otros insectos de
importancia econOmica, se han desarrollado bioformulaciones a base de
metabolitos secundarios, sustancias obtenidas de la fermentacion de
Streptomyces spp, que ha demostrado efectividad como agente acaricida-
insecticida. Existen formulaciones con actividad bioinsecticida a base de
metabolitos secundarios que se comercializan en presentacion liquida lo cual

representa algunos inconvenientes en su manejo y transporte.



Los productos liquidos representan un gran reto para la industria, puesto que los
compuestos en medio acuoso generalmente son menos estables, son de dificil
transporte y manipulacion, representando un riesgo latente y menor tiempo de vida
en anaquel en comparacion de un producto en polvo. Es por ello que el presente
proyecto se enfoc6 en microencapsular mediante secado por aspersion un
extracto acuoso (Hibiscus sabdariffa) y una emulsion (Bioinsecticida) mediante la
seleccion y validacion de biopolimeros como material de pared, asi como en la
evaluacion de las propiedades de flujo, fisicoquimicas, morfologicas y rendimiento

de los polvos obtenidos.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Los plaguicidas y su clasificacion.

Los plaguicidas se definen como toda sustancia o mezcla que tienen el fin o esta

destinada a la prevencion, destruccion o control de cualquier plaga, es decir, las

especies no deseadas que afectan el desarrollo adecuado de los cultivos (Villacres

et al.,, 2014). La clasificacion o tipos de plaguicidas estan definidos por su

composicién quimica o por el organismo que controlan. En base al organismo que

controlan se clasifican como fungicidas (control de hongos), herbicidas (control de

malezas), insecticidas (control de insectos), rodenticidas (control de roedores)

entre otros. En la Cuadro 2.1 se detalla la clasificacién de los plaguicidas de

acuerdo CON Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico, México (2014).

Cuadro 2.1. Clasificacion de los plaguicidas respecto al organismo que controlan,

tipo y accion.
Clasificacion  Organismos Tipo Accion
Controlar

Bactericida Bacterias De contacto Mata al contacto con el patégeno

Defoliante Follaje Erradicante Eficaz después de infeccibn por
patégenos

Fungicida Hongos No selectivos Toxico para ambos, cultivos y malezas

Herbicida Malezas De post- Eficaz cuando se aplica después de la

emergencia cosecha

Insecticida Insectos De Pre-emergencia Eficaz cuando es aplicado después de la
siembra y antes de la cosecha

Acaricida Acaros y De Pre-siembra Eficaz cuando es aplicado antes de la

(miticida) garrapatas siembra



Molusquicida Babosas y Protectores Eficaz cuando es aplicado antes de que
caracoles la plaga infecte a la planta

Nematicida Nematodos Selectivos Toxico solo para la maleza

Regulador del Crecimiento de Esterilizantes del Téxico para toda la vegetacion

crecimiento cultivos suelo

vegetal

Rodenticida Roedores Veneno estomacal Mata plagas después de su Ingestién

Conservador Organismos Sistémicos Transportado a través de los cultivos o

de la madera destructores de plagas después de su adsorcion

la madera

Por su persistencia en el ambiente, los plaguicidas se clasifican en permanentes,
persistentes, moderadamente persistentes y no persistentes. Los no persistentes
se degradan de 0-12 semanas, los moderadamente persistentes de 1-18 meses,
los persistentes menos de 20 afios y permanentes mas de 20 afios. Debido a la
alta persistencia de los plaguicidas se han generado una gran cantidad de dafios

directos e indirectos al medio ambiente y a la salud humana (Villacrés et al., 2014).
2.2 Probleméticas del uso de plaguicidas sintéticos

Los plaguicidas son considerados como agentes contaminantes del ambiente
debido a su toxicidad, estabilidad, persistencia y su capacidad de bioacumulacion
en la cadena trofica. Estas caracteristicas determinan que sean contaminantes del
agua, suelo y aire, y conlleven a efectos secundarios en diversos sistemas
bilogicos (plantas, animales y humanos). Los residuos de estos compuestos
pueden llegar a zonas alejadas del area de aplicacion arrastrados por el viento,
por cursos de aguas continentales o de corrientes marinas y a través de la cadena
trofica (Pérez, 2009).



No obstante, los suelos agricolas son el primer receptor de los plaguicidas,
seguido de los cuerpos de agua como los mantos friaticos y las reas adyacentes

gue suelen ser receptores finales (Alfonso, 2002).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) (2010) declaré que debido al crecimiento poblacional y a la alta necesidad
de alimentos, se ha incrementado el uso de plaguicidas para elevar produccién
agricola con el fin de satisfacer las demandas de alimento a nivel mundial
(Brechelt, 2004).

El empleo de plaguicidas sintéticos afecta no solo al ambiente sino también
representan un riesgo para la salud humana, entre el afio 2005 y 2015 la atencién
de los dafios provocados por enfermedades desarrolladas por el uso de
plaguicidas sintéticos y quimicos en habitantes de Africa subsahariana alcanzé
una cifra aproximada de 90 billones de USD (Kathleen, 2016), lo cual muestra la
necesidad del uso de alternativas para reducir o mitigar los impactos generados

por este tipo de producto.

La FAO también declar6 en 2014 que el consumo mundial de pesticidas supera
los 3.000 millones de kilogramos cada afio y en México se utilizan 98.81 millones
de kilogramos/afio. El uso promedio de los plaguicidas en México es de 0.93
kg/Ha. Dado el dafio potencial que representan estos pesticidas, es necesario el
uso de alternativas como los bioplaguicidas que son mas amigables con el medio

ambiente y la salud.
2.3 Generalidades de los bioplaguicidas

Los biopesticidas o bioplaguicidas son derivados de materiales naturales como
animales, plantas, microorganismos y minerales. Los bioplaguicidas logran ser
altamente especificos contra las plagas objetivo y generalmente representan poco
0 ningun riesgo para las personas o el medio ambiente. Por el contrario los

plaguicidas tradicionales, en general son materiales sintéticos, que no sélo afectan



a la plaga objetivo, sino también organismos no deseados, tales como insectos
benéficos, la vegetacion circundante y la vida silvestre (EPA, 2010).

Los bioplaguicidas se dividen en dos grandes grupos: plaguicidas de origen
microbiano, que incluyen las bacterias, hongos, virus y protozoos, y los plaguicidas
bioquimicos, que comprenden los atrayentes, reguladores del crecimiento de
plantas e insectos, enzimas y sustancias de sefalizacién quimica, que son muy
importantes en la relacion planta-insecto (Alfonso, 2002). En este sentido, en el
presente trabajo se estudiard un plaguicida de origen microbiano, a continuacion

se detalla la naturaleza de este tipo de producto.
2.3.1 Plaguicidas de origen microbiano

Los plaguicidas de origen microbiano son aquellos que en su formulacién
contienen algin microorganismo (por ejemplo, una bacteria, hongo, virus o
protozoarios) o0 sus metabolitos, muchas veces obtenidos mediante procesos
fermentativos. Los plaguicidas microbianos pueden controlar diferentes tipos de
plagas, aunque cada principio activo por separado es relativamente especifico

para la plaga.

Actualmente, en los bio-productos con actividad plaguicida que se encuentran en
el mercado global predominan los de origen bacteriano, en la Figura 2.1 se
muestra su predominancia (Mishra et al., 2015), donde se puede observar que
alcanzan alrededor del 70%. En este sentido, el comportamiento del mercado de
los plaguicidas en América Latina es un poco diferente, se concentra en los
bioplaguicidas bacterianos conteniendo como compuesto activo a Bacillus
thuringensis (Bt) y de hongos (micoplaguicidas), con un valor de 40.43% y 48.16%
respectivamente, del 100% del mercado de los bioplaguicidas bacterianos,
(Mordor Intelligence, 2016).
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Figura 2.1. Distribucién del mercado global de los Bioplaguicidas (Adaptado de
Mishra et al., 2015). B: 74%, F: 10%, D: 8%, V: 5% y O: 3%.

Sin embargo, va emergiendo el desarrollo de nuevas formulaciones de
bioplaguicidas empleando otros microorganismos como Streptomyces spp, ya sea
empleando la bacteria y/o sus productos metabdlicos, esto se ha impulsado
debido a la necesidad de combatir de manera mas especifica las plagas blanco
para tener cultivos de la mejor calidad sin descuidar el cuidado medioambiental.

2.4 Streptomyces spp

Streptomyces, es una bacteria Gram-positiva que pertenece al grupo mas profuso
de microorganismos del suelo, tienen un genoma circular y forman esporas aéreas
(Kim y Goodfellow 2002). Streptomyces spp es relevante por su capacidad de
producir enzimas de importancia industrial y metabolitos secundarios durante el
proceso de fermentacion (Tsujibo, 2003). Los productos del metabolismo
secundario de los microorganismos son diversos y muchos de ellos tienen
diferentes aplicaciones biotecnolégicas. En el caso de Streptomyces spp, como

producto de su metabolismo secundario se producen avermectinas, que se



emplean como agentes antihelminticos e insecticidas. En la Figura 2.2 se observa

al microscopio la morfologia de la bacteria Streptomyces spp.

Figura 2.2 Morfologia en forma espiroqueta y espiral de Streptomyces spp.

Streptomyces spp y otros microorganismos, ademas de cumplir sus funciones
insecticidas de manera natural, también son capaces de producir metabolitos
secundarios, estos compuestos quimicos actian de manera eficiente como

agentes con actividad insecticida (Yin et al., 2008).

Estos metabolitos secundarios obtenido de la fermentacion de Streptomyces spp
se utilizan para controlar las plagas de insectos y acaros de una serie de cultivos
agronomicos, frutales, horticolas y ornamentales, algunos ejemplos donde se han

aplicado se muestran en el Cuadro 2.2.

Cuadro 2.2. Organismos blanco controlados con la aplicacibn metabolitos
secundarios de Streptomyces spp como compuesto activo en diferentes cultivos
de interés.

Producto Blanco Bioldgico

Tomate Acaro (Tetranychus urticae)
Cebolla Thrips (Thrips tabaci)

Cebolla Bulbo Minador (Liriomyza huidobrensis)
Frijol Minador (Liriomyza trifolii)

Rosa Acaro (Tetranychus urticae)



Crisantemo Minador (Liriomyza huidobrensis)

Gypsophila Minador (Liriomyza trifolii)

Pifia Acaro (Tetranychus urticae)

Aguacate Acaro tostador (Oligonychus yothersi)
Melén Mosca minadora (Liriomyza sativae)
Naranja Acaro tostador (Phyllocoptruta oleivora)

El modo de accion es bloquear la transmision de la actividad eléctrica en los
nervios y las células musculares, estimulando la liberacién y la unién del acido
gamma-aminobutirico (GABA) en las terminaciones nerviosas de los insectos.
Como resultado de esto, los iones de cloruro entran en las células, dando lugar a
la hiperpolarizacion y la pardlisis de los sistemas neuromusculares (Bloomquist,
1993). La férmula quimica base de algunos de los metabolitos de posible

obtencién de la fermentacién de Streptomyces Spp se muestra en la figura 2.3

Figura 2.3 Formula quimica base metabolitos secundarios obtenidos de la
fermentacién de Streptomyces spp.

Estos metabolitos al ser un bioinsecticida natural se utilizan de manera constante
en la agricultura debido a su especificidad en el combate de la plaga. Sin
embargo, una desventaja de los compuestos naturales es que, al ser aplicados en

campo, dadas las condiciones ambientales variantes, es complicado que



permanezcan estables, por lo cual se han buscado técnicas para mejorar su
estabilidad. En este sentido, este proyecto de investigacion se enfoca en obtener
la formulacion bioinsecticida en una presentacion en polvo, ademas de propiciar
en esta matriz la encapsulacion de los compuestos activos para protegerlos de las
condiciones medioambientales durante su aplicacion en campo y su vida de

anaquel.
2.5. Secado por aspersion de bioformulaciones

El secado por aspersion es una técnica que permite la obtencién de un producto
en polvo a partir de un liquido concentrado. El principio de dicha operacion se
fundamenta en la atomizacion del producto generando microgotas, éstas al estar
en contacto con una corriente de aire caliente (entre 150°C a 300°C) son
pulverizadas, el aire actia como medio de calentamiento y como fluido de
transporte. El secado por aspersion consiste en cuatro pasos a seguir: la
atomizacion, contacto aire—gota, evaporacion y la recuperacién del polvo o

producto seco.

Las principales ventajas de este proceso son que se realiza de forma inmediata
dando como resultado particulas esféricas uniformes, con escala micro o
nanométricas (Masters, 1985); puede escalarse facilmente, con ritmos de
alimentacion de algunos kilogramos por hora hasta 100 toneladas por hora (Martin
et al., 2015); la operacion es continua y adaptable a un total control automatico
(Haque et al., 2015); es razonablemente econdémica, de 4 a 7 veces Mas
econOmica que la liofilizacion (Chavez, 2014); las especificaciones del producto
permanecen constantes, siempre y cuando las condiciones del secador también lo

sean (Rajam y Anandharamakrishnan, 2015).

Se ha demostrado que el secado por aspersion aplicado en bioformulaciones de
Meyerozyma caribbica es un meétodo adecuado, obteniendo la formulacion en
polvo con un bajo contenido de humedad, de féacil rehidratacion y con una
supervivencia de la levadura superior al 95% después del secado (Aguirre-Guitron,
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et al., 2018). Otro estudio realizado con la bacteria B. thuringiensis demostro que
no hay efectos negativos significativos, ya que una vez secada por aspersion la
formulacion mantuvo su actividad insecticida (G. Prabakaran y S. Hoti 2007). Otros
novedosos estudios de secado de bioformulaciones de extractos de jamaica
(Hibiscus sabdariffa) por secado por aspersion es el reportado por Cid-Ortega y
Guerrero-Beltran (2020) con biopolimeros como la maltodextrina obteniendo
rendimientos medios. Por otra parte, Piovesana y Zapata (2018) reportaron la
encapsulacion de compuestos bioactivos de jamaica con polidextrosa y goma guar
parcialmente hidrolizada, con rendimientos hasta del 95%. Los extractos de
jamaica son de facil obtencién y se ha reportado que puede ser una matriz de facil
encapsulacion por lo que se puede emplear como material de encapsulacion para
la validacién de nuevas mezclas de biopolimeros propuestas como materiales de

pared, antes de ser aplicadas en matrices mas complejas.
2.6 Microencapsulaciéon

La microencapsulacién se define como un proceso en donde pequefias particulas
0 gotas son atrapadas por un recubrimiento o embebidas en una matriz
homogénea o heterogénea, con el fin de obtener capsulas microscépicas con
propiedades tecnoldgicas o funcionales Utiles como prologar la vida del compuesto
de interés (Mutukumira et al., 2015; Rajam y Anandharamakrishnan, 2015). En
este proceso se pueden “empacar’ estos compuestos de interés (ya sea que se
encuentren en estado sélido, liquido o gaseoso) en cépsulas selladas que, bajo
condiciones especificas, pueden liberar su contenido de forma inmediata o
controlada (Mutukumira et al., 2015; Medina-Torres et al., 2019). El material
interior es referido como nucleo, fase interna o relleno, mientras que la pared se le
puede llamar cascarén, capa, recubrimiento, material de pared o membrana
(Gharsallaoui, 2007).
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2.6.1 Técnicas de Microencapsulacion

Las principales técnicas de microencapsulacion son: extrusion, emulsion, lecho
fluidizado, liofilizacion y el secado por aspersion (Martin et al., 2015). Esta
variedad de técnicas resulta en una diversidad de morfologias, tamafos y tipos de
microcapsulas (Figura 2.4), los diferentes tipos de microcapsulas dependen de la
interaccion de la matriz del componente activo con los materiales de pared, asi
como de las condiciones de proceso aplicadas. En el caso de la encapsulacion de
sélidos y microorganismos se han reportado rendimientos mayores al 90% y
supervivencias mayores  al 65% (Ortiz-Basurto et al, 2017)

SIMPLE IRREGULAR MULTI-NUCLEO  MULTI-PARED MATRIZ

Figura 2.4. Morfologia de los diferentes tipos de microcapsulas que es posible
obtener mediante procesos de microencapsulacion (Gharsallaoui, 2007).

En la actualidad diferentes productos se han protegido mediante
microencapsulacién tales como microorganismos, aromas, aceites, compuestos
fendlicos y otros compuestos bioactivos (McClements et al., 2009). En el proceso
de encapsulacion uno de los factores mas importantes es la seleccion del material
de pared. En el Cuadro 2.3 se enlistan algunos compuestos empleados como
materiales de pared, asi como los compuestos activos encapsulados con actividad

plaguicida.

Cuadro 2.3 Polimeros empleados en la encapsulacion de componentes activos
aplicados en la agricultura con actividad insecticida.

Polisacarido Principio activo Clase Referencia
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Alginato-quitosano
Almidén-alginato
Alginato
Quitosano
Quitosano

Ciclodextrinas

Quitosano/ciclodextrinas

Almidén-fructanos de

agave

Alcohol polivinilico/acido

polilactico

Imidacloprid
Chlorpyrifos
Carbofuran
Rotenone
Etofenprox

Bendiocarb

Carvacrol

Aceite de tomillo

Avermectinas

Insecticida
Insecticida
Insecticida
Insecticida
Insecticida

Insecticida

Insecticida

Fungicida

Insecticida

Guan et al., (2008)
Roy et al., (2009)
Pérez et al., (2000)
Lao et al., (2010)
Hwang et al., (2011)

Pacioni and Veglia
(2007)

Higueras et al., (2014)

Esquivel-Chéavez et
al., (2021)

Fuliang et al., (2014)

2.7 Biopolimeros como materiales de pared

Los materiales de pared

frecuentemente empleados

en procesos de

encapsulaciéon de bioformulaciones son: alginatos, ciclo dextrinas, goma guar,

pectina, almidon, fructanos y quitosano (Campos, E. et al., 2016).

Un agente ideal que actie como material encapsulante debe tener las siguientes

propiedades

o Capacidad para dispersar o emulsionar el material activo.

e Buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones y facil manipulacion

durante el proceso de encapsulacion.
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e Ser no reactivo, sellar y sostener el material activo durante el
procesamiento y almacenamiento.

e Capacidad para proveer maxima proteccion al compuesto activo contra las
condiciones que lo afecten.

e Ser econdtmico.

A continuacion de describen los materiales de pared de interés para esta

investigacion.
2.7.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal no téxico y biocompatible, obtenido por
medio de la desacetilacion parcial de la quitina, la quitina es obtenida cominmente
de los exoesqueletos de crustaceos formados por b-(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-
glucosa y b-(1,4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa. A diferencia de la quitina
insoluble, el quitosano es soluble en soluciones acidas de pH bajo, estas
condiciones dan lugar a la protonacion de los grupos aminos formando asi el
polielectrolito. Se ha demostrado que tanto el grado de desacetilacion (DD) como
la masa molar influyen en la conformacién y en las propiedades de solubilidad del
quitosano (Bastos, 2010).

El quitosano es ampliamente usado en la fabricaciébn de peliculas, ya que su
estructura lineal permite tener buena flexibilidad y transparencia con buena
resistencia, ademas, el quitosano de alto y bajo peso molecular es
diferencialmente eficaz contra las enfermedades fungicas (Badawy 2011). Las
peliculas de quitosano reforzadas con biopolimeros han captado gran interés en el
mercado, la adiciébn de estos compuestos mejord notablemente las propiedades
mecanicas de las peliculas, asi como la conductividad eléctrica, esto demuestra
que la incorporacion de biopolimeros puede mejorar considerablemente el

rendimiento de compuestos elaborados a base de quitosano.
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2.7.2 Alginato de sodio

El alginato es otro polisacéarido obtenido principalmente a partir de algas marinas
marrones y que ha atraido especial interés, destaca por su capacidad de gelificar.
Con base a esta capacidad de formar hidrogeles, sus propiedades bioadhesivas y
de la demostrada biocompatibilidad del alginato, se ha utilizado ampliamente en el
disefio e ingenieria de biomateriales y como aditivo en alimentos (Goycoolea,
2009). Dado que las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del alginato en cierta
medida son complementarias a las del quitosano, se ha investigado el desarrollo

de sistemas a base de ambos polisacéridos.

La red de polielectrolitos se realiza por la interaccion entre los grupos funcionales
disociados: un grupo carboxilo anioénico del alginato y un grupo amino cationico del
quitosano, estableciendo interacciones electrostaticas, ademas que se pueden
formar enlaces de hidrégeno intra e intercadena entre diferentes partes de las
estructuras de los polisacaridos. Sin embargo, es necesario tener en cuenta el
nivel de complejacion, esta reaccion quimica puede ser favorable o no,
dependiendo de la finalidad del uso de los biopolimeros, el acomplejamiento de los
materiales puede derivar en la formacion de coacervados e hidrogeles de la
precipitacion de los polielectrolitos. El que ocurra cada uno de los procesos
anteriormente mencionados, dependera de la concentracion del reactivo, la fuerza
ionica, el pH, la temperatura, el orden de mezcla, la flexibilidad de los polimeros y

la composicion quimica de los polimeros (Dominica, K 2016).

2.7.3 Fructanos de agave

Los fructanos de agave son polimeros de fructosa, derivados de la sacarosa y
sintetizados como carbohidratos de reserva que se encuentran naturalmente
presentes en muchas plantas y han sido correlacionados con la capacidad de la
planta a resistir los ciclos climéticos de frio y sequia (Mellado-Mojica y Lopez,
2012).
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Conforme a los tipos de enlaces fructosil, los fructanos se pueden clasificar como;
1) inulinas, 2) levanos con moléculas lineales de fructosa terminal y enlaces (2-1)
y B(2-6) respectivamente, 3) graminanos, los cuales tienen los dos tipos de
enlaces B(2-1) y B(2-6), y 4) fructanos neoseries, los cuales se caracterizan por
tener una molécula de glucosa intermedia la cual puede ser elongada por enlaces
B(2-1) o B(2-6), produciendo de esta manera inulina y/o levanos neoseries
respectivamente (Mellado-Mojica y Lopez, 2012). En el caso de fructanos de alto
grado de polimerizacion (GP), se forman emulsiones con una textura tipo grasa y
sabor neutro, son azucares no reductores y solubles en agua (Lopez et al. 2003),
por lo que existe gran interés por parte de la industria en emplearlos como material

encapsulante.

Inulina

p(2-1)

Neoserie
(Glucosa interna)

Levano

p(2-6)

Figura 2.5. Estructura molecular basica de los fructanos de A. tequilana var. Azul.
Tomado de (Lopez et al., 2003)

En otro sentido, el quitosano, alginato de sodio y fructanos de agave han
demostrado ser compuestos no toxicos y respetuosos con el medio ambiente. De
manera general, el demandado empleo de biopolimeros en diferentes procesos se

debe principalmente a la bioactividad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, esto
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hace que estos materiales sean prometedores y se puedan considerar amigables
con el medio ambiente (Espinosa-Cavazos, 2020).

Dadas sus caracteristicas, estos biopolimeros pueden ser adecuados para fines
de encapsulacion de los compuestos activos del bioinsecticida bajo estudio en
este proyecto. Sin embargo, es conveniente practicarles pruebas reologicas a
estos materiales para analizar su comportamiento e interaciones y definir las
proporciones mas adecuadas que nos permitan lograr la mejor mezcla polimérica

para microencapsular.

2.8 Reologia en los alimentos

La reologia es una ciencia que se enfoca en el estudio de la deformacion vy flujo de
los materiales. Los fluidos se definen como aquellas sustancias que se deforman
bajo la aplicacion de esfuerzos cortantes. De acuerdo a su comportamiento
reoldgico los fluidos se clasifican en 2 grandes grupos:

o Fluidos newtonianos: Existe proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y la
velocidad de deformacion.
o Fluidos no newtonianos: No existe proporcionalidad entre el esfuerzo

cortante y la velocidad de deformacién.

La reologia principalmente estudia los fluidos no newtonianos o fluidos complejos,
estos materiales tienen caracteristicas intermedias entre sélidos elasticos y fluidos
puramente viscosos por lo cual se le denominan: Fluidos viscoelasticos (Ledn-
Martinez, 2010).

Las propiedades reolégicas de dichos fluidos se definen a partir de la relacion
existente entre una fuerza aplicada y sus respuestas, ya sea como deformacion o
flujo. Cabe apuntar que todo fluido se deforma en mayor o menor medida; en la
Figura 2.6 se observan los comportamientos generales de los fluidos por la
relacion intima entre la velocidad de corte (1/s), el esfuerzo de corte (Pa) y la

viscosidad (Pa.s).
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Figura 2. 6 comportamiento de flujos, a) Velocidad de corte vs Esfuerzo de corte.
b) Velocidad de corte vs Viscosidad. (1) Newtoniano, (2) PseudoPlastico, (3)
Plastico y (4) Dilatante.

Las propiedades reolégicas de productos microencapsulados mediante secado por
aspersion son relevantes debido a que los datos que se obtienen de estas pruebas
se emplean como medidas de control de calidad y estabilidad durante el
procesamiento y almacén del material microencapsulado (Medina-Torres et al.,
2016). Por lo cual, es de suma importancia el andlisis reoldgico de los
biopolimeros que se emplearan como material de pared para este trabajo y con
base en ello, encontrar los mejores materiales de pared para la protecciéon de los

compuestos activos de la matriz a encapsular.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

Actualmente, en México y en el mundo existe una demanda en el uso de
bioplaguicidas con el fin de reducir el dafio al medio ambiente que ocasionan los
plaguicidas sintéticos, mejorar el rendimiento de los cultivos, satisfacer la
demanda de alimento y alcanzar la seguridad alimentaria. La presentacion mas
comercial de los bioinsecticida es en estado liquido, lo que representa para la
industria un gran reto, debido a que los compuestos activos en medio acuoso son
menos estables, ademéas que se dificulta el espacio para almacenamiento, el
transporte y manipulacion de los productos liquidos, a diferencia de la
presentacion en polvo, la cual es mas estable y facil de manejar incluso para el
usuario final. Debido a la problemética de la termosensibilidad de los compuestos
activos presentes en el bioinsecticida, se planted obtener un polvo a partir de un
producto liquido donde se conserven las propiedades originales y mantenga su
eficiencia contra las plagas blanco una vez reconstituido; ademas de facilitar su

transporte de manera segura.

El secado por aspersion ha demostrado ser una de las técnicas de mayor eficacia
para la estabilizacion de los compuestos, reduciendo su reactividad por efecto de
factores ambientales, ademas de ser un proceso econémico comparado con otras
técnicas de secado, por lo tanto, el secado por aspersion se propone como una
técnica adecuada para obtener la presentacién en polvo de una formulacién

liquida con efecto insecticida y validar su efectividad.

Mediante el secado por aspersion se proyecta lograr la microencapsulacion de los
compuestos activos del bioinsecticida, utilizando mezclas de biopolimeros como el
quitosano, alginato de sodio, fructanos de agave, AT-2 y AT-3. Para conocer la
viabilidad de nuevas matrices poliméricas como material encapsulante, es
necesario caracterizarlas mediante analisis reolégicos que permitan conocer su
comportamiento al flujo, propiedades viscoelasticas e interacciones quimicas que

proyecten una mayor estabilidad y capacidad encapsulante. Asimismo, es
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conveniente validar la aplicacion de las mezclas inéditas, encapsulando matrices
de diferente indole, en este estudio en especifico, una matriz acuosa como es el

extracto de jamaica y una oleosa como es el bioinsecticida.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Microencapsular mediante secado por aspersion un extracto acuoso (Hibiscus

sabdariffa) y una emulsién (Bioinsecticida) mediante la seleccién de biopolimeros

como material de pared y evaluar las propiedades de flujo, fisicoquimicas,

morfolégicas y rendimiento de los polvos obtenidos.

4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar los biopolimeros a utilizar con base en su perfil reolégico y sus
interacciones como material de pared.

Validar la capacidad de microencapsulacion de mezclas poliméricas en una
matriz acuosa (extracto de Hibiscus sabdariffa) y una matriz oleosa
(Bioinsecticida).

Establecer las condiciones éptimas en el secado por aspersion a nivel piloto
industrial para la obtencion de las microcépsulas.

Caracterizar las propiedades de fluidez, fisicoquimicas, morfologia y efectividad

de las microcapsulas de la formulacion bioinsecticida a nivel in vitro.
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CAPITULO 5. HIPOTESIS

La aplicaciéon y combinacion de biopolimeros en el secado por aspersion permitira
la microencapsulacion de un extracto de jamaica y una formulacién bioinsecticida,
conservando la estabilidad de sus componentes funcionales y efectividad como
producto insecticida en polvo, permitiendo validar la seleccion de materiales de

pared con base en sus propiedades reoldgicas.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS
6.1. Materiales

Este trabajo se realiza en colaboracion con Altus Biopharm quien proporcioné el
bioinsecticida en presentacién liquida formulado, el cual fue transportado al
laboratorio integral de investigacion en alimentos (LIIA), del Tecnoldgico nacional
de México/lnstituto Tecnolégico de Tepic y se almacend en las condiciones
adecuadas recomendadas por la empresa para posteriormente usarlo durante la

experimentacion.

De acuerdo con la bibliografia se han definido los biopolimeros que tienen
potencial de funcionar como materiales de pared para la microencapsulacion del
bioinsecticida. Los polimeros seleccionados fueron: quitosano, alginato de sodio,
fructanos de agave, AT-2 y AT-3 materiales de pared proporcionados por la

empresa, que por secreto industrial se declaran de esta manera.
6.2 Metodologia general

Para desarrollar el proyecto de acuerdo con los objetivos planteados, el trabajo se

dividi6 en 4 etapas que se muestran en la Figura 6.1.

'Y D 'Y D e p
Segunda
Primera etapa: :
etapa: Validacién y Tercera Caracterizacio
Caracterizacio optimizacion etapa: Secado n fisicoguimica
n reoldgica de de los por aspersion del glvo
los materiales de (SA) del | e )(/j
biopolimeros, pared bioinsecticida Ta efectividad
las mezclas y mediante y optimizacion contra la plaga
del secado por del proceso. blanctlno 9
bioinsecticida aspersién '
(SA).
) J

Figura 6.1 Diagrama general de las etapas del proyecto.

22



Primera etapa:
6.2.1 Caracterizacion de los biopolimeros, las mezclas y del bioinsecticida

En esta etapa se llevd a cabo el analisis de los componentes de la bioformulacion
y el estudio de las propiedades reoldgicas de los biopolimeros quitosano, alginato
de sodio y fructanos para determinar mediante un disefio experimental el
compuesto o la mezcla de ellos mas adecuada para emplearse como material de

pared en la microencapsulacion.
6.2.1.1 Preparacion de extracto, soluciones y mezclas de los biopolimeros.

Se prepararon soluciones con la finalidad de conocer su comportamiento reolégico
individual y de las mezclas, para definir la concentracion mas adecuada de cada
componente y que en conjunto puedan funcionar como un buen material de pared.
Se prepararon soluciones de alginato de sodio marca ETADAR al 1% con un peso
molecular de 198.1059 Da y maximo grado de disolucién de 13g/L; quitosano al
1% con peso molecular de 600,000 Da marca (SHQ) con un 90% de grado de
desacetilacion y una solucién al 20% de fructanos de agave nativos obtenidos en
el Instituto Tecnoldgico de Tepic.

Para la preparacién de la solucién de alginato de sodio se mezclé 1 g de alginato
de sodio en 100 mL de agua destilada y se homogeniz6 en un agitador magnético
a 1000 RPM durante 3 h. La solucién de gquitosano se prepar6 empleando una
solucién de acido acético al 1% (debido a que el quitosano se disuelve a pH
acidos) la cual se homogenizé por 5 min a 800 RPM en un agitador magnético y
posteriormente se agreg6 1 g de quitosano y se agité a las mismas revoluciones
con temperatura de 30° C por 3 h de acuerdo con la metodologia propuesta por
Kulig, D. et al., (2016) con algunas modificaciones. La solucion de fructanos de
agave, se preparo adicionando 20 g en 100 mL de agua destilada y se agitd por 20
minutos a 500 RPM.
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Para la preparacion de las mezclas de los biopolimeros, se realizé un disefio de

mezclas simplex lattice (3,3) con puntos interiores y centroide, este disefio de 3

grados permite tener una mayor exactitud en la interaccion entre los componentes

y conocer su comportamiento en mezclas incorporando diferentes fracciones para

formar la unidad. En el cuadro 6.1, se observa la matriz experimental establecida,

en la cual se indica la fraccion a emplear de cada una de las soluciones

poliméricas.

Cuadro 6.1. Matriz del disefio de mezclas simplex lattice (3,3) con puntos

interiores y centroide.

Solucion 1%

Solucién 1% Alginato

Solucién 20%

Tratamiento Quitosano de sodio Fructanos
1 1.000000 0.000000 0.000000
2 0.000000 1.000000 0.000000
3 0.000000 0.000000 1.000000
4 0.333333 0.666667 0.000000
5 0.333333 0.000000 0.666667
6 0.000000 0.333333 0.666667
7 0.666667 0.333333 0.000000
8 0.666667 0.000000 0.333333
9 0.000000 0.666667 0.333333

10 0.333333 0.333333 0.333333
11 0.666667 0.166667 0.166667
12 0.166667 0.666667 0.166667
13 0.166667 0.166667 0.666667
14 0.333333 0.333333 0.333333
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Para cada tratamiento establecido se prepararon 30 mL de mezcla con los
porcentajes del disefio experimental. Cada tratamiento se homogeniz6 por 20
minutos en un agitador magnético a 1000 RPM, posteriormente se homogenizaron
en un ultra turrax (Polytron 6000) a 18000 RPM durante 2 min.

6.2.1.2 Propiedades reologicas de los biopolimeros y sus mezclas.

Las propiedades reoldgicas de las mezclas se llevaron a cabo en un reébmetro
Hibrido TA Instruments® Discovery HR-1 (TA Instruments L.L.C. Delaware, USA).
Las pruebas realizadas fueron cizalla simple empleando condiciones de shear rate
de 0.001 1/s - 1000 1/s con una precizalla de 0.5 1/s por 45 s, usando una
geometria de 60 mm 2.0° cono plato, plato peltier de acero — 103813, las mismas
condiciones fueron aplicadas para cada una de las 14 composiciones (mostradas
en el Cuadro 6.1). Se sigui6 la metodologia propuesta por Azfal et al., (2018) con

algunas modificaciones.

Se realiz6é el andlisis de las curvas de flujo obtenidas mediante el software del

equipo, aplicando el modelo de Cross (Ecuacion 1).

N—Neo — 1
No—New  1+(Ay)™

(1)

El modelo representa la magnitud de la viscosidad respecto a un esfuerzo de
corte, propiciando valores de viscosidad zero (no) y viscosidad infinita (N-),
consistencia (A) y una constante (m) que es una medida del grado de dependencia
de la viscosidad a la velocidad de cizallamiento (y) en la region de
adelgazamiento, de tal manera que cuando m tiende a O se presenta un
comportamiento newtoniano del material. El analisis de los biopolimeros se enfocé
en el valor de la consistencia, este parametro sirve para determinar el tiempo en
gue inicia el adelgazamiento de cada material 0 mezcla de materiales, es decir,
entre mayor sea la consistencia el adelgazamiento inicia en menor tiempo, este

comportamiento se observa en la Figura 6.2.
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Posteriormente, se aplicaron las pruebas de cizalla oscilatoria y barrido de
frecuencias a los mejores tratamientos (mezclas), es decir, las que mostraron el
mayor indice de consistencia (A) para asi determinar sus propiedades
viscoelasticas e interacciones (Médulo de almacenamiento G’ y médulo de pérdida
G”) (Lebn-Martinez et al., 2010). Las condiciones empleadas para el barrido de
frecuencia fueron: temperatura de 25 °C, amplitudes pequefas (y < 7.5%), en un
rango de frecuencia de 0.01 a 500 rad/s, este analisis permite indagar r el

comportamiento de los polimeros y sus mezclas.
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Figura 6.2 Comportamiento de la viscosidad a diferentes valores de consistencia
(A) y velocidades de cizalla.

Una vez seleccionadas las mejores mezclas de acuerdo a los datos reolégicos, se
aplicaron como material de pared en el secado por aspersién (seccion 6.2.2). Se
aplico un disefio factorial 3 Y 1/3 con las 3 mejores mezclas, 3 temperaturas y 3
relaciones de material de pared con la finalidad de comprobar y validar su
capacidad de ser empleado en el secado por aspersion tanto en una matriz

acuosa como oleosa.
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6.2.1.3 Caracterizacion del bioinsecticida

Es importante conocer las propiedades fisicoquimicas y reoldgicas que presentan
las matrices a encapsular, sobre todo cuando estdn poco estudiadas, por ello se
realizd la caracterizacion del bioinsecticida, midiéndole algunas propiedades de
interés como pH, °Brix, densidad, turbidez y color. Los analisis reoldgicos permiten
conocer su estabilidad y la factibilidad que muestre como material a encapsular.
También se determiné la concentracién de metabolitos secundarios caracteristicos
en la formulacion bioinsecticida mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) en un equipo Agilent 1200 del afio 2007 con un detector DAD (Diod Array
Detector). Conocer el valor de la concentracion de un metabolito de interés es
conveniente ya que es un pardmetro que se considera para determinar la

eficiencia de encapsulacion.
6.2.1.4 Andlisis reoldgico del bioinsecticida

Las propiedades reoldgicas del bioinsecticida se determinaron en un redmetro
hibrido TA Instruments® Discovery HR-1 (TA Instruments L.L.C. Delaware, USA).
Se utilizé una geometria de cilindros concéntricos (21.96 y 20.38 mm de diametro
exterior e interior, respectivamente; 59.50 mm de alto, y 500 ym gap con un
sistema Peltier). El equipo se operd bajo régimen de oscilacion lineal con

amplitudes pequefias (y < 5%), en un rango de frecuencia de 0.01 a 300 rad/s.
6.2.1.5 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del bioinsecticida

Se determiné el pH utilizando un conductimetro marca Hanna modelo HI-4521-02,
el cual se calibr6 con soluciones buffer para después sumergir el electrodo del
medidor de pH en la muestra y se realizé lectura. La medicion de la turbidez se
realizo en un equipo marca HACH modelo 2100Q is, la solucion que se empleo fue
del 0.5 %. Los °Brix del bioinsecticida de midieron con un refractometro, calibrando
con agua destilada y posteriormente se tomo la lectura. El valor de la densidad se

obtuvo llenando un matraz aforado de 10 mL con bioinsecticida y pesandolo, con
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la diferencia de peso del matraz lleno y vacio se obtuvo la masa, y aplicando la
férmula p=m/v se obtuvo el valor de densidad (p), donde m es la masaen g, yves

el volumen en mL. Todos los analisis anteriores se realizaron por triplicado.
Segunda etapa:

6.2.2 Validacién y optimizacion de los materiales de pared mediante el secado por
aspersion (SA)

En el secado por aspersion es de interés encontrar nuevas alternativas de
materiales de pared capaces de proteger los compuestos activos de interés, sin
embargo, al proponer nuevas mezclas es necesario determinar su capacidad de
encapsular matrices de diferente indole (acuosa y oleosa). Por ello se emple6 para
encapsular un extracto de jamaica como matriz acuosa y por otro lado una matriz
oleosa la cual corresponde al bioinsecticida que fue proporcionado por Altus
Biopharm. El extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa) se obtuvo a partir de flores
de jamaica secas puestas en agua en una relacion 1:3 (jamaica:agua). En un vaso
de precipitado de 4 L se colocaron 750 g de jamaica, por otro lado, en una olla se
calentaron 2250 mL de agua destilada hasta llegar a una temperatura constante
de 85 °C. Se adicion6 el agua caliente al vaso con jamaica y se agité de forma
manual durante 5 minutos evitando la luz para prevenir la degradacion de los
componentes extraidos. El extracto se almacendé en oscuridad a 4 °C en un
recipiente sellado. Al extracto de jamaica obtenido se le realizé un andlisis de %
de humedad en una termobalanza marca OHAUS modelo MB23 para determinar

el % de sélidos totales.

Se realizd6 un secado por aspersibn empleando como material de pared las
mejores mezclas seleccionadas con base en sus propiedades reologicas (6.2.1.2)
y se aplicé un disefio factorial 3¢ 1/3. Se empled el extracto de jamaica y el
bioinsecticida como material a encapsular, con la finalidad de validar la factibilidad

de los materiales de pared previamente evaluados por el estudio reoldgico.
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El proceso de secado se realizdé en un secador por aspersién de disco rotatorio
modelo LPG-5 (Changzhou Yibu Drying Equipment Factory, Jiangsu, China)
(Figura. 6.3).

Figura 6.3. Secador por aspersion Yibu, LPG-5 empleado en el proyecto

Para la optimizacion de la microencapsulacion se emple6 un disefio experimental
factorial 3% 1/3 con un flujo constante (0.8 L/h) con el fin de evaluar los posibles
efectos de la temperatura de entrada, la relacion de material de pared con los
compuestos a encapsular y las mejores mezclas poliméricas que se obtendran de
los analisis reologicos, sobre la respuesta rendimiento de polvos obtenidos,
solubilidad, humedad, a,,. (Cuadro 6.2).

Cuadro 6.2 Disefio experimental 3¢ 1/3 propuesto para la optimizacién del
secado por aspersion empleando diferentes temperaturas, mezclas y relaciones
de material de pared.

T Biopolimeros- Flujo de
emperatura )
Mezclas Entrada (°C material a
°C) encapsular Alimentacion (L/h)
M3 110 1:3 0.6
M3 120 1.7 0.6
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M3 130 1:5 0.6

M2 110 1:7 0.6
M2 120 1:5 0.6
M2 130 1:3 0.6
M1 110 1:5 0.6
M1 120 1:3 0.6
M1 130 1:7 0.6

M3, M2 y M1 son las mezclas con mejores propiedades reoldgicas.

Los polvos obtenidos se almacenaron hasta su analisis en bolsas herméticas
dentro de un desecador con silica para evitar su rehidratacion debida a la

humedad ambiental.

Se determind la actividad de agua (aw) y humedad del polvo obtenido usando
equipos termogravimétricos de la marca OHAUS modelo MB23 y un Aqualab
marca Emin Tech, estos parametros sirvieron como criterio para determinar las
condiciones O6ptimas de operacion en el proceso de secado que permitiera la
maxima eficiencia de encapsulacion. Ademas, se realizaron las pruebas de
solubilidad, caracterizacion de flujo de polvos y rendimiento de los polvos en
funcién de los sdlidos totales. El efecto de los factores se estimé mediante un
ANOVA (a0=0.05) y una prueba de Fisher para obtener la diferencia de medias.
Este analisis estadistico se realizO en el software Statistica version 12. El

experimento se realizd por duplicado.
6.2.2.1 Caracterizacion de microencapsulados.

A los polvos con un rendimiento mayor al 60% (obtenidos a partir de los disefios
experimentales mencionados en el Cuadro 6.2) se les realizé los analisis de ay,
Hr, pH, propiedades de flujo, solubilidad. Ademas, se realizd la caracterizacion
morfolégica mediante microscopia electronica de barrido (SEM), la estructura

molecular por infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), la estabilidad térmica
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por andlisis termogravimétrico (TGA). Las metodologias de cada uno de los

analisis se presentan a continuacion.
6.2.2.2 Actividad de agua

Se determind utilizando un equipo Aqualab marca Emin Tech, el cual se calibré
con NaCl a temperatura constante de 25 °C, la muestra se coloco en una cépsula

cilindrica de plastico para su medicion, el analisis de realizé por triplicado.
6.2.2.3 Rendimiento de polvos

El rendimiento de polvos secos obtenidos se obtuvo conforme a la siguiente
ecuacion 2:

— (PV—PV1)—Xph(PV,—PV;)

Y
VMmST

x100 )

Donde:
Y = rendimiento de polvos en % base seca

PV, = Peso del vaso + peso de polvos secos (g)
PV, = Peso del vaso (g)

St = Sélidos totales (g/L)

Vu = Volumen alimentado (L)

Xpn = Contenido de humedad del polvo en base hiimeda

El comportamiento al flujo de los polvos es indicativo de calidad y es de suma
importancia en el manejo, transporte y almacenamiento de éstos (Haque et al.,
2015; Gharsallaoui, 2007). A los polvos obtenidos se les realizaron los siguientes

analisis para su caracterizacion:
6.2.2.4 Densidad a granel

En una probeta graduada de 10 mL se colocaron aproximadamente 5 g de

muestra. La densidad a granel se calcul6 dividiendo el peso de la muestra entre el
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volumen ocupado por la muestra en la probeta graduada (Ecuacion 3) (Jimenez et
al., 2006).

Peso de muestra(g)

Densidad a granel = 3)

Volumen ocupado (mL)

6.2.2.5 Densidad compactada

La densidad compactada se determiné mediante el método “tappin”. La densidad
compactada se calcula dividiendo el peso de la muestra entre el volumen

constante ocupado (Chegini y Ghobadian, 2007).

6.2.2.6 indice de Hausner

El indice de Hausner (IH) relaciona la densidad a granel y compactada de los
polvos. Entre més se compacte un polvo menos facilidad tendra de fluir. EI IH se

calculo segun la Ecuacion 4.

Densidad compactada

IH=

(4)

Densidad a granel

6.2.2.7 Compresibilidad

El porcentaje de compresibilidad se refiere a la capacidad del polvo para
compactarse. Se calculd relacionando las densidades compactadas y a granel de

acuerdo a la Ecuacion 5.

Densidad compactada—Densidad granel

% Compresibilidad = x100 (5)

Densidad compactada

6.2.2.8 Solubilidad

En matraces Erlenmeyer se coloco 1 g de polvo y 0.1 L de agua destilada, se agito

en una placa magnética a maxima velocidad por 5 min a temperatura ambiente,
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posteriormente se centrifugé a 2500 rpm por 10 min. Se tomaron alicuotas de 25
mL de sobrenadante para ser transferidos a cajas Petri previamente puestas a
peso contante, las cuales se secaron en estufa a 105 °C por 5 h, se pesaron
nuevamente las cajas con sélidos y el porcentaje de solubilidad se calculé por
diferencia de pesos segun el método descrito por Eastman y Moore (1984)
Ecuacion 6.

Peso inicial-Peso final

%Solubilidad = x100 (6)

Peso de muestra

6.2.2.9 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los polvos se evalud utilizando un microscopio electronico de
barrido Marca HITACHI Modelo SU3500. ElI microscopio se operé a 15.0 kV a
cuatro niveles de aumento: 200X, 250X, 500X y 1000X en modo de electrones

secundarios.
6.2.2.10 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja de las muestras fue obtenida en un equipo FTIR
Tensor 27 (Bruker CO. Massachusetts) en un rango de frecuencia de 400 a 4,000
cm™ con una resolucién de 1 cm™. La cual se emplea para obtener un espectro de
una muestra y asi mostrar la “huella digital” de una sustancia, este andlisis es
ampliamente usado para corroborar la existencia de un material en una mezcla
que ha sido sometida a un proceso, esto con el fin de asegurar la estabilidad o

presencia de este (Rajam y Anandharamakrishnan, 2015)
6.2.2.11 Analisis Termogravimétrico (TGA)

Los andlisis termogravimétricos se realizaron en un equipo marca TA
Instruments® SDT-Q600. Se tomaron 10 mg de muestra y se colocaron en un
plato de alimina, se trabajé con una rampa de temperatura de 10 °C/min de 25°C

hasta 700 ° C con una atmosfera de argdn. Este andlisis se utiliza ampliamente
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para conocer los cambios fisicoquimicos de una sustancia en respuesta al
incremento de temperatura, con lo que se puede determinar su estabilidad en

diferentes procesos que utilicen calor.
6.2.3 Secado por aspersion del bioinsecticida y su optimizacion de proceso

Los materiales de pared seleccionados a partir del disefio 3 ®* 1/3 propuesto,
funcionaron adecuadamente para la encapsulacion de la matriz acuosa del
extracto de jamaica, sin embargo, no se obtuvieron resultados favorables (7.2.2)
con la matriz oleosa (bioinsecticida). Por ello, para el secado del bioinsecticida se
propuso la adicién de otros materiales de pared [ALTUS-3 (AT-3) y ALTUS-3 (AT-
3)] a la mejor mezcla polimérica de acuerdo con el andlisis reoldgico validado en el
punto 6.2.2 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F). Se empled un disefio experimental factorial
4x2 (Cuadro 6.3) con el fin de evaluar la relacion de los materiales de pared y el
bioinsecticida, y posteriormente se evalu6 el rendimiento de polvos obtenidos, su

solubilidad, Hry ay,.

Cuadro 6.3 Disefio experimental 4x2 para la optimizacion del secado por
aspersion del bioinsecticida adicionando AT-2 y AT-3 en diferentes proporciones.

Proporcién Biopolimeros-

Tratamiento  Material de pared e g
bioinsecticida

1 AT-2 (3:1)
2 AT-2 (4:1) (4:1)
3 AT2-T12 (3:1) (3:1)
4 AT2-T12 (41) (4:1)
5 AT-3 (3:1) (3:1)
6 AT-3 (4:1) (4:1)
7 AT3-TI12 (3:1) (3:1)
8 AT3-TI2 (41) (4:1)

BIO: Bioinsecticida; AT-2 y AT-3: Materiales de pared; T12= 0.18%Q:0.66%A:3.33%F
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El efecto de los factores se estim6 mediante un ANOVA (a=0.05) y una prueba de
Fisher LSD para obtener la diferencia de medias. Este analisis estadistico se

realiz6 mediante el software Statistica version 12.
6.2.3.1 Optimizacion del secado por aspersion del bioinsecticida

Después de obtener los resultados preliminares en el secado del bioinsecticida, se
procedié a optimizar este proceso, para ello se planteé un disefio experimental 2°
donde el tratamiento AT-3 [6] (4:1) se consider6 constante y las variables
aplicadas para la optimizacion fueron: temperaturas de entrada de 110°C y 120°C,
flujo de alimentacion de 0.6 y 0.8 L/h y presion de giro en la esprea de 0.2 y 0.25
Mpa. Las variables fueron modificadas con la finalidad de lograr el mayor
rendimiento de los polvos obtenidos para posteriormente comprobar su eficacia
contra las plagas blanco. En el cuadro 6.4 se observa el disefio experimental y los
valores empleados para cada variable.

Cuadro 6.4 Disefio experimental 2° para la optimizacién de condiciones de
operacion en el secado por aspersion

Flujo de Velocidad
Tratamiento Temperatura alimentacion giro dela
L/h esprea (Mpa)

AT-3 (1) 110.00 0.60 0.20
AT-3 (2) 120.00 0.60 0.20
AT-3 (3) 110.00 0.80 0.20
AT-3 (4) 120.00 0.80 0.20
AT-3 (5) 110.00 0.60 0.25
AT-3 (6) 120.00 0.60 0.25
AT-3 (7) 110.00 0.80 0.25
AT-3(8) 120.00 0.80 0.25
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En la encapsulacion del bioinsecticida se evalu6 el efecto de los factores sobre la
respuesta de rendimiento de polvos obtenidos y mortalidad de los &caros.
También a estos polvos se les realizaron determinaciones de actividad de agua
(aw), humedad relativa (Hr), indice de Hausner (IH), compresibilidad (%C) y
solubilidad (S), parametros que se usaron como criterio en la seleccion del mejor

polvo.

El efecto de los factores se estim6é mediante un ANOVA (a=0.05) y una prueba de
Fisher para obtener la diferencia de medias. Este andlisis estadistico se realizo en
el software Statistica versidn 12. Se determiné si existen diferencias significativas
entre los factores y se realizd un analisis de superficie de respuesta para
determinar la ecuacion que permita obtener las condiciones para el mayor

rendimiento. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
6.2.3.2 Caracterizacion de las mejores microcapsulas del bioinsecticida

Se realiz6 la caracterizacion de las microcapsulas obtenidas en el secado por
aspersion del disefio mencionado anteriormente, con la finalidad de comprobar la
eficiencia de encapsulacion del compuesto activo y su morfologia, las

metodologias se presentan a continuacion:
6.2.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD)

Se estimd la concentracion de metabolitos secundarios caracteristicos presentes
en las microcapsulas del bioinsecticida por HPLC-DAD, la cromatografia se realizé
en un equipo marca AGILENT 1200; sistema SYS-LC-1200. Se realizé una
dilucion de microcapsulas al 1% p/v en agua grado HPLC. Se tomé 1 mL de
muestra en un tubo falcén y se agregaron 4 mL de metanol grado HPLC. La
muestra fue sonicada por 3 min y se centrifugd a 5000 RPM por 10 min a
temperatura ambiente. Por ultimo, se filtré el sobrenadante empleando un filtro con
tamafio de poro de 0.2 um, la muestra filtrada se llevé a un vial para HPLC. Se

inyectaron 20 pL durante 8 min en una columna Supelco C18 Discovery con
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longitud de 150mm a 25 °C, en detector DAD. Se cuantifico el pico obtenido a 245
nm. Como eluente se emple6 una mezcla de metanol-agua 85:15 de forma

isocratica.
6.2.3.4 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se realizé en un equipo TGA 550 TA Instruments. Se
colocaron 17-20 mg de muestra en la Charola Pt HT, en una atmoésfera inerte de

N2, con una rampa de calentamiento 25 — 800 °C @ 10 °C/min.
6.2.3.5 Distribucion de tamario de particula (PSD)

Los analisis se realizaron en un equipo Mastersizer 3000 equipado con una celda
de dispersion de polvo (Aero S, Malvern, Worcestershire, UK.). Se colocaron 3 g
de polvo en la tolva de alimentacion, con la presién de alimentacién ajustada a 2
bares, el caudal a 30% y la altura de la tolva a 1 mm. La muestra paso a través de
la celda del Mastersizer 3000 hasta alcanzar un valor méaximo de oscurecimiento
del 10%. El indice de refraccidn se ajust6 a 1.432. Los datos de distribucién de
tamafo de particula fueron obtenidos con el software Mastersizer (version 3.60,
Worcestershire, UK). La muestra se analizé por cuadruplicado.

6.2.4 Evaluacion contra plaga blanco

Se realiz6 una rehidratacibn de las microcipsulas obtenidas en los disefios
anteriormente mencionados (Cuadro 6.3y 6.4).

El anadlisis de efectividad in vitro se realizdé en 2 especies de acaros Tetranychus
urticae y Polyphagotarsonemus latus de acuerdo a la metodologia de IRAC, 2009.
Para el ensayo se colocé en una caja de Petri una hoja sana y sin dafios del
vegetal hosperdero, la cual fue impregnada con el bioinsecticida reconstituido a
dosis baja y alta (3.5 g/L y 5 g/L). La hoja se dej6 secar en la caja de Petri, una
vez seca se colocaron sobre ella 10 acaros hembras, se cerraron las respectivas

cajas y se mantuvieron a 21 °C £ 3 °C en una habitacibn con una humedad
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relativa entre 65% y 90%. El experimento se realizd por quintuplicado. También se
evalu6 la mortalidad del polvo reconstituido contra Galleria mellonella y
Spodoptera frugiperda se siguié el mismo procedimiento, solo que en lugar de

acaros se tomo 1 larva de cada especie de insecto.

Las mediciones se realizaron a las 24, 48 y 72 h, el resultado se expres6 como %
de mortalidad haciendo una correccion con la férmula de Abott (Ecuacién 7),
método tomado del Comité de accion contra la resistencia a los insecticidas
(IRAC, 2009).

Formula de Abbott corregida

% mortalidad muestra—%mortalidad testigo
100—%mortalidad testigo

%Mortalida corregida = x 100 (7)

Se realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) en el disefio factorial 3% midiendo
factores de dosis y tiempo y como variable de respuesta la cantidad de acaros
muertos. Se utilizé una prueba de Fisher LSD para determinar las diferencias
significativas entre el tipo de tratamiento, concentracion y humedad de las
microcapsulas, empleando el software StatSoft STATISTICA 12, con un (a)<0.05.
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CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Primera etapa: Caracterizacion de bioinsecticida, biopolimeros y las mezclas
7.1.1 Preparacion de las soluciones y mezclas de los biopolimeros

Se obtuvieron las soluciones de alginato de sodio al 1%, quitosano al 1% y una

solucion al 20% de fructanos de agave nativos (AGN).

Las cantidades empleadas en mL para la preparacion de las mezclas de los
biopolimeros conforme al disefio experimental se muestran en el Cuadro 7.1. El

volumen final de cada tratamiento fue de 30 mL.

Cuadro 7.1. Cantidad de mL de cada solucion para la preparacion de las mezclas
de la matriz del disefio experimental.

mL Solucion 1% mL Solucion 1% mL Solucion 20%

Tratamiento Quitosano Alginato de sodio Fructanos
1 30.00 0.00 0.00
2 0.00 30.00 0.00
3 0.00 0.00 30.00
4 10.00 20.00 0.00
5 10.00 0.00 20.00
6 0.00 10.00 20.00
7 20.00 10.00 0.00
8 20.00 0.00 10.00
9 0.00 20.00 10.00
10 10.00 10.00 10.00
11 20.00 5.00 5.00
12 5.00 20.00 5.00
13 5.00 5.00 20.00

39



Se realizé un analisis reoldgico a los 13 tratamientos del disefio experimental con
el fin de conocer su comportamiento, sus interacciones quimicas y su estabilidad.
Se realizé la prueba de flujo que permitio conocer el comportamiento de la
viscosidad de cada uno de ellos aplicando condiciones iguales, para lo cual se
empled la ecuacién del modelo de Cross utilizando el programa de computadora
TRIOS que permite obtener el modelo del comportamiento del material y el valor

de la consistencia (A).
7.1.2 Pruebas reoldgicas de los polimeros y las mezclas

El Cuadro 7.2 muestra los resultados de la evaluacion del porcentaje de sdlidos,
este parametro es de importancia debido a que en el proceso de secado por
aspersion es necesario conocer la cantidad de sdlidos totales ya que se relaciona
con el total de gramos obtenidos en el proceso de encapsulacién para calcular el
rendimiento final. EI Cuadro 7.2 muestra también el valor de la consistencia (A)
obtenido del modelo de Cross para cada una de las pruebas de flujo o cizalla
simple aplicadas a los 13 tratamientos. El valor A nos permiti6 conocer cudl
tratamiento tiene un mayor adelgazamiento, es decir, qué tan rapido disminuye la
viscosidad respecto a una velocidad de corte. Para este proyecto es conveniente
seleccionar los materiales que presenten mayor valor de A, es decir, que tengan
una disminucién de la viscosidad en respuesta a la fuerza de cizalla, esto para que

puedan fluir mejor al momento de asperjarlos en el secador por aspersion.

Cuadro 7.2. Valores de porcentaje de solidos en la solucion y consistencia de los
tratamientos.

Numero de Consistencia A (s)
mezcla % Concentracion (W/V)
1 1%Q 1.64E+07
2 1%A 3.94E+14
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10

11

12

13

20%F
0.33%Q:0.67%A
1.23%Q:12.44%F
1.23%A:12.44%F
0.67%Q:0.33%A
0.184%Q:7.146%F
0.184%A:7.146%F
0.0929Q:0.092%A:7.146%F
0.66%Q:0.18%A:3.33%F
0.18%Q:0.66%A:3.33%F

0.165%Q:0.165%A:13.34%F

3.29E+01

1.59E+07

8.37E+05

2.47E+07

2.03E+04

2.78E+03

1.35E+16

1.74E+08

1.56E+02

2.21E+08

5.50E+06

En el Cuadro 7.2 se puede observar que las mezclas 6, 9, 10 y 12 presentan los

mayores indices de consistencia (A). EI pardmetro A se relaciona con el tiempo en

que las cadenas del biopolimero en la mezcla muestran un cambio en su

estructura en respuesta al incremento de la velocidad de cizalla. El incremento en

dicha magnitud se refiere al tiempo de permanencia en la zona newtoniana antes

del paso a la zona pseudoplastica o adelgazante, en otras palabras, a mayor A

mas rapido inicia el adelgazamiento (Figura 7.1) (Medina-Torres et al., 2016).

Viscosidad Pa.S

K Zona

¢ Newtoniana

r

Velocidad de corte 1/'s

41



Figura 7.1 Zona newtoniana de los pseudoplasticos y su comportamiento tipico de

viscosidad- velocidad de corte.

En el Cuadro 7.3 se resumen los mejores tratamientos y sus valores de

consistencia (A).

Cuadro 7.3. Mejores tratamientos en base a su consistencia

Numero de % Concentracion (W/V) _ _
Consistencia A (s)
mezcla
6 1.23%A:12.44%F 2.47TE+07
9 0.184%A:7.146%F 1.35E+16
10 0.092%Q0.092%A:7.146%F 1.74E+08
12 0.18%0Q0.66%A:3.33%F 2.21E+08

De acuerdo con el resultado en el parametro A, se seleccionaron como mejores
mezclas de materiales de pared las mostradas en el Cuadro 7.3, estos materiales
se caracterizaron mas detalladamente mediante herramientas reoldgicas para
determinar sus curvas de flujo y visualizar de manera grafica su comportamiento

de viscosidad en relacion con la velocidad de corte.

En la Figura 7.2 se observan las curvas de flujo de las mezclas 6, 9, 10 y 12 donde

se aprecian los comportamientos de la viscosidad respecto al esfuerzo de corte.
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Curvas de flujo de las mejores mezclas en base a A

1000

[EEN
o
o

Viscosidad Pa.S
o

[EY

0.1

0.01
1.00E-03 1.00E-02 1.00E-01 1.00E+00 1.00E+01 1.00E+02 1.00E+03

Shear rate 1/s

Figura 7.2 Curvas de flujo de las mezclas con mayor indice de consistencia de
acuerdo al modelo de Cross. Mezcla 6: 1.23%A:12.44%F (amarillo), Mezcla 9:
0.184%A:7.146%F (azul), Mezcla 10: 0.092%0Q0.092%A.7.146%F (verde) y
Mezcla 12: 0.18%0Q0.66%A:3.33%F (morado).

El comportamiento adelgazante que se muestra en las mezclas se presenta
debido al rompimiento de la estructura interna a medida que las interacciones de
las moléculas se debilitan por el aumento de la velocidad y éstas se orientan a lo
largo de las lineas de flujo (Cervantes-Martinez et al., 2014). Se observa que la
mezcla de 0.18%Q:0.66%A:3.33%F (12) presenta una viscosidad mayor en todos
los puntos, lo cual se explica porque esta matriz contiene mayor cantidad de
alginato de sodio, biopolimero que le confiere la caracteristica espesante y el
fendmeno de gelificacién dado por las interacciones quimicas del sistema. En las
mezclas 10 y 12 se observa la sinergia e interacciones entre el quitosano y el
alginato de sodio mediante fuerzas electroestaticas entre los grupos amino del

quitosano y los grupos carboxilo del alginato de sodio, lo que atribuye al material
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un caracter reo-adelgazante o pseudoplastico (Yoojin, K. et al., 2020). Como
puede observarse la adicidon de fructanos gener6 una disminucién de la viscosidad

debido a su caracter adelgazante en las mezclas.

En la caracterizacion reologica de los materiales es importante evaluar sus
propiedades viscoelasticas mediante el analisis de los modulos viscoso (G”) y
elastico (G"), los cuales proporcionan informacién de la interaccion entre
componentes de una formulacién (Ceja-Medina et al., 2020). Los resultados
obtenidos de las pruebas de barrido de frecuencia para las mezclas que resultaron
ser las mejores (de acuerdo al parametro A) se muestran en las Figuras 7.3, 7.4,
7.5y 7.6. La prueba de barrido de frecuencia permite conocer las interacciones de
los componentes y un comportamiento mas exacto de las mezclas; EI modulo
viscoso (G”) se relaciona con la pérdida de energia al tener parcialmente
comportamiento de un liquido, mientras que el modulo elastico (G") esta
relacionado con el almacenamiento de energia al comportarse parcialmente como

un soélido.

En la Figura 7.3 que corresponde al analisis viscoelastico de la mezcla
1.23%A:12.44%F; se observa de acuerdo al dominio del médulo de pérdida (G”) (o
llamada también componente liquida), que a bajas y altas frecuencias (<250 rad/s)
esta mezcla se comporta mas como un liguido que como un sélido. El
comportamiento reolégico de esta muestra presenta un plato newtoniano
extendido tanto en la curva de flujo como en el barrido de frecuencia, esto se le
atribuye a los fructanos de agave y su caracter adelgazante que predomina sobre
el caracter espesante del alginato de sodio y no a una estructura compleja entre
ambos componentes que contribuyan a la estabilidad. Este analisis revela una
dependencia de los mdédulos en relacion a la frecuencia angular (w), lo que sugiere
una respuesta caracteristica de un sistema de redes complejas donde las mezclas
de polisacaridos presentan una configuracibn de espiral al azar (Cervantes-
Martinez et al., 2014).
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Barrido de Frecuencia (Viscoelasticidad)
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Moédulos Viscoelasticos (Mpa)
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Figura 7.3. Modulos de almacenamiento (G’) (¢) y pérdida (G”) (0) de la mezcla
1.23%A:12.44%F.

En la Figura 7.4 se observan los resultados del barrido de frecuencia de la mezcla
9 (0.184%A:7.146%F), se muestra el dominio del médulo de pérdida (G”) al igual
que en la mezcla 6 (1.23%A:12.44%F). Por otra parte, la mezcla 9 tiene platos
newtonianos mas extendidos tanto en la curva de flujo como en el barrido de
frecuencia, esto se le atribuye a los fructanos de agave y su caracter adelgazante
que predomina sobre el alginato de sodio. La matriz de la mezcla 9 tiene mayor
cantidad de alginato comparado la mezcla 6, por ello tiene una mayor viscosidad
(Figura 7.2). Al no presentar puntos de inflexion en los modulos de
almacenamiento (G’) y pérdida (G”), las curvas indican que no existen
interacciones fuertes entre los componentes, siendo una mezcla con estructura

relativamente menos compleja lo que la hace estable al flujo.
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Barrido de Frecuencia (Viscoelasticidad)
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Figura 7.4. Mddulos de almacenamiento (G’) (e) y pérdida (G”) (°) de la mezcla
0.184%A:7.146%F.

En las mezclas 1.23%A:12.44%F y 0.184%A:7.146%F, el modulo viscoso (G”) es
dominante sobre el médulo elastico (G’) a bajas y medias frecuencias (<200 rad/s)
y tiempos largos de relajacion, sin embargo, a medida que la frecuencia aumenta
G” se vuelve menos dominante y su comportamiento se invierte después del
equimddulo (G"=G’) siendo ahora G’ dominante, sugiriendo la formacién de un gel
débil a altas frecuencias. Se observo una concordancia del comportamiento de los
componentes viscoso Yy elastico con la presencia de los sdélidos aportados por los
fructanos de agave de alto grado de polimerizacion (Agp), ya que a menor
concentracion de fructanos, el equimddulo se desplaza a frecuencias altas, este
comportamiento es contrario a lo reportado por Ceja-Medina et al., 2020, lo que se
atribuye a la diferencia de biopolimeros como componentes del material de pared
empleado en dicho estudio, en el cual se us6 mucilago de Sabila (Aloe

barbadensis Miller) en vez de alginato de sodio.

En la Figura 7.5 se muestra los resultados de la prueba de barrido de frecuencia
de la mezcla 10 (0.092%Q:0.092%A:7.146%F ), al igual que en las mezclas 6
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(1.23%A:12.44%F) y 9 (0.184%A:7.146%F) se observa el dominio del médulo de
pérdida (G”), no obstante, se observan mayores inflexiones en el modulo de
almacenamiento (G’), esto se le atribuye a que en la matriz polimérica de la
mezcla 10 esta presente el quitosano, propiciando interacciones electroestaticas
entre el quitosano y el alginato de sodio (Azfal, S. et al., 2018). Se han reportado
comportamientos similares con estos biopolimeros en trabajos reportados por
Kulig, D. et al., 2016, Azfal, S. et al., 2018 y Yoojin, K. et al., 2020. La menor
proporcion del alginato de sodio en la mezcla 10 (0.092%Q:0.092%A:7.146%F)
comparado con la mezcla 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F), cuyo comportamiento
reolégico se muestra en la Figura 7.6, acentud que la relacion existente entre la
cantidad de alginato de sodio y quitosano define la capacidad de formacion de

gelificar como lo reporta Azfal, S. et al., 2018.
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Figura 7.5. Médulos de almacenamiento (G’) (A) y pérdida (G”) (A) de la mezcla
0.092%0Q:0.092%A:7.146%F.

La Figura 7.6 muestra que la mezcla 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) presenta un
comportamiento contrario a las mezclas 6 (1.23%A:12.44%F, Figura 7.3); 9
(0.184%A:7.146%F, Figura 7.4) y 10 (0.092%Q:0.092%A:7.146%F, Figura 7.5).
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Puede observarse que las curvas muestran un dominio del mdédulo de
almacenamiento (G’), lo que indica que se comporta mayormente como un solido.
Por otro lado, los puntos de inflexion en ambos maédulos (G’) y (G”) muestran el
comportamiento pseudosélido de la mezcla polimérica, ya que al aplicarle
esfuerzos aproximados de 100 rad/s, la mezcla no se deforma, lo que demuestra
las interacciones fuertes que existen entre los componentes. Ademas, la mezcla
12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) presenta valores de magnitud de los médulos de 3 a
4 veces mayores que las mezclas 6, 9 y 10 y una viscosidad hasta 100 veces
mayor (Figura 7.2), estos valores de viscosidad y de los modulos viscoelésticos
obtenidos en la mezcla 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) son indicadores de

estructuras mas complejas (Ceja-Medina et al., 2021).
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Figura 7.6. Médulos de almacenamiento (G’) (m) y pérdida (G”) (L)) de la mezcla
0.18%Q:0.66%A:3.33%F.

Los analisis reolégicos mostrados anteriormente, sugieren que la mejor mezcla
para ser empleada como material de pared es la 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F), en
virtud de los valores de la consistencia (M), la viscosidad y los resultados obtenidos

de los moddulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G”) mostrando mayor
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estabilidad, interacciones fuertes y una estructura mas compleja. A su vez la
mezcla 12 presenta componentes de interés como el quitosano con propiedades
fungicas y biocompatibilidad con el alginato de sodio (ambos considerados
componentes no toxicos) y los fructanos de agave que han demostrado capacidad
fotoprotectora (Campos, E. et al., 2016) entre otros aportes que presentan estos
biopolimeros como estabilizadores, termo protector, biodegradables etc. La
mezcla 10 a pesar de contener los mismos componentes, éstos no se encuentran
en las mismas proporciones, lo cual indica que es importante la concentracion de
cada biopolimero para establecer las relaciones quimicas de los componentes y
lograr las caracteristicas deseadas para hacer un buen material encapsulante. Por
lo antes expuesto, se seleccionaron las mezclas 6(1.23%A:12.44%F),
10(0.092%Q:0.092%A:7.146%F) y 12(0.18%Q:0.66%A:3.33%F) como las mejores
3 mezclas para ser usadas en el secado por aspersion tanto del extracto de
jamaica y como del bioinsecticida (6.2.2)

7.1.3 Pruebas reoldgicas del bioinsecticida

Ademas de las pruebas reoldgicas en los materiales de pared, también es
importante llevar a cabo las pruebas de flujo a la cizalla simple en el material que
se pretende encapsular con el fin de conocer su comportamiento a diferentes
esfuerzos, permitiendo conocer la viabilidad de someterlo a procesos de secado
por aspersion. Para la caracterizacion reologica del bioinsecticida se aplicaron
condiciones de trabajo de 0.1 a 300 1/s, con el fin de analizar la deformacion de
las muestras cuando éstas son sometidas a un esfuerzo. Como respuesta se
determiné el tipo de fluido, estabilidad mecanica, termoestabilidad y se realiz6 una
proyeccion de la estabilidad durante el almacenamiento (Ceja-Medina et al., 2020).
Los datos obtenidos se analizaron con el programa TRIOS de TA Instruments

(version 5.2.1).

El resultado de las pruebas viscoelasticas mostradas en la Figura. 7.7

demostraron que la formulacién bioinsecticida se comporta como un gel transitorio,
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ya que se observa que la componente sélida es mayor que la liquida en todo el
rango de esfuerzos probados. Tanaka en 1981 defini6 como un gel transitorio a la
materia con un comportamiento intermedio entre sélido y liquido, es decir, el punto
donde los modulos (G" y G™) tienen el mismo valor, esto indica que existen
cadenas (estructuras quimicas) unidas que crean una red continua inmersa en un
medio liquido. Sin embargo, la diferencia en magnitud menor a una década entre
los dos componentes (solido y liquido) denota un comportamiento caracteristico de
semiemulsiones que son estables a esfuerzos mecanicos menores a 10 s™. Los
esfuerzos menores a 10 s™ en reologia, estan relacionados con la vida de anaquel
de un producto, ya que las interacciones que se dan en una sustancia o mezcla de
forma normal en su almacenamiento son valores cercanos a velocidades de cizalla
de 10 s (Ceja-Medina et al., 2020). La falta de puntos de inflexién en ambas
componentes (G y G™') sugiere que las interacciones entre los componentes de la
formulacion son débiles y estables (Figura 7.7). En resumen, los resultados de las
pruebas viscoelasticas revelan que el bioinsecticida es estable al almacenamiento,
tiene comportamiento de semi emulsidbn y las interacciones entre sus

componentes son débiles.
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Figura 7.7. Moddulos de almacenamiento (G’) (A) y pérdida (G”) (A) del
bioinsecticida.

En la Figura 7.8 se presenta el promedio de la viscosidad lineal en un rango de
temperatura de 25 a 35 °C, donde se observa que el bioinsecticida es un fluido no
newtoniano adelgazante al flujo, ya que la magnitud de la viscosidad disminuye en
funcion del aumento del esfuerzo aplicado. Es decir, por la naturaleza de la
muestra (una emulsion), las interacciones quimicas entre los componentes de la
formulacién son electrostaticas débiles, lo que propicia un reordenamiento en la
estructura de la emulsion, sin embargo, se mantiene estable a esfuerzos
pequefios; lo que sugiere que cuando se apliquen esfuerzos como mezclado,
homogenizacion, asperjado o atomizacion durante el proceso de secado, la

formulacion se comportard como un liquido de baja viscosidad y facil aplicacion.

Curva de flujo
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o
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Figura 7.8. Curva de flujo o viscosidad lineal del bioinsecticida.
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7.1.4 Propiedades fisicoquimicas del bioinsecticida

Aunado a los resultados reoldgicos es conveniente evaluar las propiedades
fisicoquimicas del material que se pretende encapsular. Los resultados de los
analisis de las propiedades fisico-quimicas de interés del bioinsecticida se
muestran en el Cuadro 7.4. Las pruebas reoldgicas realizadas anteriormente y los
datos de las propiedades fisicoguimicas permiten tener un perfil mas exacto del
material a encapsular para determinar su factibilidad de encapsulacion a partir de
su facilidad de bombeo, mezclado y agitado.

Cuadro 7.4. Valores promedio de las propiedades fisicoquimicas del bioinsecticida.

Analisis Valor promedio Método
Color Mostaza Visual
Apariencia Lechoso Visual
Olor Menta Olfato
Densidad (p) (g/mL) 0.997+0.05 Peso-volumen
pH 6.4+0.15 Conductimetria
Grados Brix 8+0.1 Refractometria
Turbidez (Solucién 0.5%) NTU 503+1.8 Turbidimetria

Los hallazgos anteriores reolégicos y fisicoquimicos revelan que el bionsecticida
es una matriz factible de ser microencapsulada en el proceso de secado por

aspersion.
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7.2 Validacion y optimizacion de los materiales de pared mediante secado por

aspersion

Con la finalidad de validar las mejores mezclas como materiales de pared, se
aplicaron en la encapsulacion de 2 matrices de diferente indole, una acuosa
(extracto de jamaica) y otra oleosa, (bioinsecticida), ya que no hay reportes
previos que muestren la capacidad de las mezclas de materiales que se proponen
en esta investigacion para ser aplicadas en el secado por aspersion.

7.2.1 Validacion de los materiales de pared en una matriz acuosa (Extracto de

jamaica)

Se aplicé un disefio experimental 3®% 1/3 (Cuadro 6.2), el experimento se realiz6
por duplicado para encontrar las mejores condiciones de trabajo y evaluar la
efectividad de los materiales de pared como agentes encapsulantes del extracto
de jamaica (Hibiscus sabdariffa). En el Cuadro 7.5 se presentan los resultados

obtenidos.

Cuadro 7.5 Optimizacion del secado por aspersion de un extracto de jamaica
evaluando el efecto de la temperatura y los materiales de pared a diferentes
mezclas.

Porcentaje materiales de T(°C) Rendimiento aw Hr (%) IH C (%)
pared W/V (Nimero) (%)
1.23%A:12.44%F (1) 110 79.75+6.44% 0.115+0.004% 1.95+0.07° 1.35+0.02° 25.30+0.42°
1.23%A:12.44%F (2) 120 82.03+0.53°  0.115+0.001°  3.93:0.11°  1.25a+0.00*°  20.00+0.00%
1.23%A:12.44%F (3) 130 78.2248.29°  0.141x0.002°  3.75+0.07°  1.24+0.01*  19.17+1.17%

0.092%Q:0.092%A:7.146%F (4) 110 75.53+5.54°  0.178£0.001°  3.80:0.07°  1.43+0.00°  30.00+0.00°
0.0929Q:0.092%A:7.146%F (5) ~ 120 79.63+2.53*  0.110£0.008*  2.05+0.14*  1.11+0.00°  10.000.00"

0.092%Q:0.092%A:7.146%F (6) 130 77.72¢3.50°  0.096x0.003°  3.30£0.14°  1.38x0.00'  27.27%0.00'

0.18%Q:0.66%A:3.33%F (7) 110 78.81+10.55% 0.110+0.006% 2.13+0.04%* 1.21+0.01° 16.78+0.16°
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) 120 80.72£0.83°  0.148+0.006°  0.10+0.00°  1.24+0.01*  19.700.42"
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (9) 130 77.94+3.26°  0.118+0.004*  2.28+0.04°  1.29+0.01°  22.50+0.71°
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Q= Quitosano; A= Alginato de sodio; F= Fructanos de agave

Los resultados obtenidos en el Cuadro 7.5 indican que en todos los tratamientos
no existen diferencias estadisticamente significativas en el rendimiento de secado
(0=0.975) a las diferentes condiciones, caso contrario con la ay, Hr, IH, %C, donde
si se observa diferencia estadisticamente significativa (a=0.00000) entre los
diferentes materiales de pared, temperaturas de secado y relaciones de materiales
de pared. Los tratamientos 1.23%A:12.44%F (2) y 0.18%0Q0.66%A:3.33%F (8)
presentaron el mayor rendimiento que fue del 82.03%+0.53% y 80.72%:+0.83%
respectivamente, similares a lo reportado por Quoc-Duy N et al., (2021). El bajo
rendimiento de encapsulacion logrado en algunas de las condiciones ensayadas
se explica porque no sucede un proceso ideal de secado, debido a la pegajosidad.
Este fendbmeno sucede cuando las gotas no son deshidratadas antes de hacer
contacto con las paredes de la camara de secado y no se logra recolectar la
mayor cantidad de producto, ya sea por falta de temperatura o una alta

alimentacion de la solucién (Haque et al., 2015).

Los resultados de Hr y a,, en los polvos estan influidos por la propiedad funcional
de los fructanos de atrapar el agua (Rajam y Anandharamakrishnan, 2015), se
puede observar una relaciéon directa entre el porcentaje de fructanos presente en
las diferentes mezclas y la humedad de los polvos. No obstante, los valores de ay,
y altos valores de humedad en los polvos podria causar una problemética en el
almacenamiento de las microcapsulas, ya que presentan mayor higroscopicidad
(Rubio-Ibarra et al., 2015). El indice de Hausner y Carl nos indican la capacidad de
fluir de un polvo, lo que esta relacionado con la estructura, la humedad y el
tamafio de las particulas (Jakubczyk et al., 2011). Los resultados indican que el
tratamiento 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (4) tiene excelentes propiedades de flujo,
a pesar de contener una humedad de 3.80+0.14°, el alto contenido de humedad se
asocia a que dentro del tratamiento existe una relacion alta de material de pared y
material encapsulante 1:7 con una temperatura de 120°C evitando una

deshidratacion total como sucedi® en el caso del tratamiento
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0.18%0Q:0.66%A:3.33%F (8). A mayor contenido de Hr, las particulas se
aglomeraran unas con otras, propiciando espacios entre ellas y como resultado se
presenta un mayor volumen respecto a la masa (Goula y Adamopoulos, 2005). De
manera global los tratamientos presentaron valores del indice de Carl o
compresibilidad entre 10 y 30%, que indica buenas y regulares propiedades de
flujo, entre mas se logre compactar un polvo, es decir, mientras mayor sea el
porcentaje de compresibilidad, mayor sera su resistencia al flujo (Le6n-Martinez et
al., 2010). Por lo cual los tratamientos 1.23%A:12.44%F (1),
0.092%Q:0.092%A:7.146%F (4) y 0.092%Q0.092%A:7.146%F (6) se consideran
con baja fluidez en relacion con sus propiedades de flujo. En el Cuadro 7.6 se
presenta la relacion de la compresibilidad y el indice da Hausner respecto a las

propiedades de flujo, esto conforme a la presentado por Ortega-Rivas en 2008.

Cuadro 7.6 Propiedades de flujo respecto a la relacion de la compresibilidad y el
indice de Hausner

Propiedades de Flujo Compresibilidad (%) indice de Hausner
Excelentes 5-10 1.00-1-11
Buenas 11-15 1.12-1.18
Regulares 16-20 1.19-1.25
Aceptables 21-25 1.26-1.34
Pobres 26-31 1.35-1.45
Muy pobres 32-37 1.46-1.59
Extremadamente malas >38 >1.6

7.2.1.1 Microscopia electrénica de barrido de mejores microcapsulas disefio

experimental 3¢ 1/3

El analisis SEM de las microcapsulas se realiz6 con la finalidad de identificar la
morfologia caracteristica de éstas y asi confirmar una encapsulacion correcta. Las
micrografias de las microcapsulas obtenidas de los procesos de secado por
aspersion de la matriz acuosa (extracto de jamaica) con mejores rendimientos se
muestran en las Figuras 7.9, 7.10 y 7.11. Las microcapsulas con composicion del
material de pared de 1.23%A:12.44%F (2) se muestran en la Figura 7.9 (A),
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presentan un tamafio aproximado de 20 um y una forma més lisa para la capa
exterior de fructanos de agave comparada con el tratamiento
0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) y 0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) (Figuras 7.10 y
7.11). Esta morfologia es similar a lo reportado por Sanchez-Madrigal et al., (2019)
con alginato de sodio, ademas se sugiere la formacién de una doble capa
observada en la Figura 7.9 (B) donde se presenta la esfera caracteristica de
alginato de sodio (Ferrandiz, M. et al., 2016) que presenta una forma mas

corrugada comparada con las de fructanos de agave.

CIMAV 15.0kV 8.9mm x1.50k BSE-CON

CIMAV 15.0kV 8.7mm x1.00k BSE-COMP 60Pa

(A) (B)
Figura 7.9. SEM de las microcapsulas de extracto de jamaica. Tratamiento
1.23%A:12.44%F (2). (A y B).
En la Figura 7.10(A) se presentan las microcapsulas del tratamiento
0.092%0Q:0.092%A:7.146%F (5) con un tamafio de 18 pum aproximadamente, las
imagenes sugieren una multi capa debido a la presencia de morfologias
caracteristicas de mezclas de alginato de sodio y quitosano (Pawiya, P.et al.,
2021), a su vez los fructanos de agave presentaron una deposicion en la capa
exterior sugiriendo la proteccién de los compuestos activos depositados dentro de
la capsula de alginato-quitosano. Se observé y comprobé mediante la Figura 7.10
(B) la presencia de microcapsulas del hidrogel formado por el alginato de sodio y
quitosano. Yeung et al., (2016) reporté morfologias similares de microcapsulas de
alginato de sodio y quitosano que contenian microorganismos de Bifidobacterium
longum, donde se discute que la rugosidad de las microcdpsulas sugiere que se

han logrado recubrir de manera idonea, debido a que las microcapsulas de
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alginato de sodio se posicionan debajo de la capa de quitosano mostrando su

forma lisa y con menos bordes.

ArEC

Tmm x1.50k

(A) (B)

Figura 7.10. SEM de las microcapsulas de extracto de jamaica. Tratamiento
0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) . (Ay B).

En la Figura 7.11 (A) se presentan las microcapsulas obtenidas del tratamiento
0.18%Q0.66%A:3.33%F (8), donde se observa las multicapas de los 3
componentes, se aprecia por la ruptura de una microcapsula en la capa exterior
que las que contienen fructanos de agave como material de pared tienen la
caracteristica de ser lisas y uniformes. Asimismo, por dentro se observa la esfera
caracteristica del hidrogel de alginato de sodio y quitosano, formada y unida por la
sinergia e interacciones electrostaticas entre los grupos amino del quitosano y los
grupos carboxilo del alginato de sodio (Yoojin, K. et al., 2020). En la Figura 7.11
(B) se observa la parte interna de la esfera de alginato de sodio y quitosano,
donde se aprecia un espesor no mayor a 5 um y una pared con superficie mas lisa
interna que refleja la capa de alginato de sodio interna con reportes muy similares
por Yeung et al., (2016).

De manera global se logré la microencapsulaciéon de los componentes, sin
embargo, el tratamiento 0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) (Figura 7.11) present6 la
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mejor morfologia en comparacion con los otros tratamientos debido a la multicapa
que se forma y esto se debe a las interacciones electrostaticas ya que debido a su
composicién se presentan mas grupos amino y grupos carboxilo disponibles para
su unién (Kulig, D. et al., 2016).

(A) (B)

Figura 7.11. SEM de las microcapsulas de extracto de jamaica. Tratamiento
0.18%0Q:0.66%A:3.33%F (8). (A y B).

7.1.1.2 Espectroscopia Infrarroja (FTIR) de las microcapsulas de jamaica

El FTIR es una herramienta que permite analizar las posibles interacciones entre
la mezcla de polimeros y los ingredientes funcionales. En la Figura 7.12 se
muestran los espectros infrarrojos (IR) del extracto de jamaica y de los materiales
de pared (quitosano, alginato de sodio y fructanos de agave). El espectro del
extracto de jamaica mostré un pico a 1650 cm™ que corresponde a la vibracién
del enlace C = C tipico de los compuestos aromaticos (Cassol, L. & Zapata, C.
2020). El pico entre 1317 cm™ y 1462 cm™ se asigna a los &cidos hidroxicinamicos
presentes en el extracto de Jamaica (S.C.S.R. Moura et al.,, 2018). El pico
encontrado a 1212 cm™ se relaciona con la presencia de proantocianidinas
(Cassol, L. & Zapata, C. 2020). Los picos de 1100 y 1071 cm™ indican la presencia
de antocianinas (cyanidin-3-O-sambubioside y delphinidin-3-O-sambubioside)
como lo reporté Choong et al., 2016. El pico encontrado en 1783 cm™ se le
atribuye al estiramiento de C=0 (Lee et al., 2013), por otra parte, el pico en 1615
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cm™ se le atribuye al enlace C=N. El estiramiento de C-O-C se asocia al pico en
1185 cm™ (Haddad et al., 2011). El espectro presentd una banda tipica de los
carbohidratos como el quitosano, alginato de sodio y fructanos de agave en la
regién entre 1200 y 870 cm™?, sefialada como bandas de absorcién de los enlaces
C-0O, C-Cy C-O-H.

También se observé una banda de absorcion mas amplia entre 3700 cm™ y 3000
cm™ que representa la vibracién de los enlaces O-H presentes en las moléculas
de los fructanos de agave (Velazquez-Martinez, J. et al., 2014) y en el extracto de
jamaica en mayor proporcion en comparacion con el alginato de sodio y el
quitosano (Helmiyati y Aprilliza, M. 2017). El pico dentro de esta region se
incrementa a mayor cantidad de agua presente, por lo que el extracto de jamaica
presentd un pico mas intenso en comparacion con los fructanos de agave. Otros
picos caracteristicos de los fructanos de agave encontrados son 2918 y 2875 cm™
que corresponden a CH, asimétrico y CH3z simétrico (Velazquez-martinez et al.,
2014), la sefial en el rango de 1200-900 cm™ pertenece a la vibracién de los
enlaces C-C, C-O, C-O-H y C-O-C caracteristicos de los oligo y polisacaridos
(Grube, M et al., 2002); el pico en 1080 cm™ corresponde al enlace C-O-C
asimétrico caracteristico de los fructanos (Velazquez-Martinez, J. et al., 2014).

Por otra parte los picos caracteristicos del alginato de sodio fueron los picos a
1604 cm™ (enlace C=0) y 1390 cm™ de los —COO asimétrico y no asimétrico. El
espectro de alginato también mostré un pico en 1014 cm™ que se debe al
estiramiento asimétrico y de flexion de C-O. Los picos caracteristicos del
quitosano son los picos en 3351 y 3291 cm™ que corresponden a la tensién
simétrica de los enlaces OH y NH, respectivamente; los picos de 1642 cm™
(amida-1) y 1432 cm™ (amida-Il) estan relacionados con el grupo C=0. Los picos
de doble amida en el espectro del quitosano corresponden a la N-desacetilacién
parcial de la quitina (Li, Z. et al., 2005). El pico caracteristico del grupo amino
(NH,) del quitosano se mostr6 a los 1582 cm™, ademas se observa que en 1367
cm™ surge el pico de las vibraciones del estiramiento del grupo metil (C-H)
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presente en el grupo acetamido (R-NHCOCHS;) residual que se mantiene debido a
la desacetilacién incompleta de la quitina. Por Gltimo, el pico en 1021 cm™
representa la uniébn C-O-C del anillo glucosidico (Xue et al., 2015).

mLewl 2841 e 1682 cm 4R emt o
(oH) (cH) (c=0} - (C=0)
(NH;) Amida (1) Amida (1) ]

G 2875 cm

. ‘“‘ {CH,) SIMETRICO
2918 cm*

(CH;) ASIMETRICO

(o)
ASIMETRICO:

3700- 3000 cm-1
1 STRETCHING (OH) |

1021 em't
{c-0-c)

1185 em?

[co0 =P

1100- em*

opsnidin3-0-sambubioside g7 o
delphinidin-3-0 sambubioside

1200- 900 cm-1
[€-€). (-0}, [¢-0-H), (C0-0)

4250 4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000

1/cm

1750 1500 1250 1000 750 s00 250

Figura 7.12. FTIR del extracto de jamaica (morado), quitosano (azul), alginato de
sodio (rojo) y fructanos de agave (verde).
Los andlisis de FTIR de las microcdpsulas con extracto de jamaica se presentan
en la Figura 7.13. Los espectros IR muestran los cambios en los patrones de las
capsulas analizadas, lo que permite inferir si se logré la encapsulacion de la
matriz. Se puede observar que en el tratamiento 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) y
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) el pico amino a 1162 cm™ y el pico carboxilo a 1604
cm™ desaparecieron en el espectro de las microcapsulas, esto se debe a la
interaccion de las especies quimicas del alginato y el quitosano (Qionggiong, L. et
al., 2018). Ademas, es posible observar la fuerte banda de absorcion a 1028 cm™
en T2, TS5 y T8, que se asigna a la vibracion de C-H del anillo aromético, esto
indica la presencia de compuestos fendlicos del extracto (Cassol, L. & Zapata, C.
2020). Se mantienen presentes los picos caracteristicos obtenidos del extracto
1650 cm™ de las bandas de C = C tipicos de los compuestos aromaticos (Cassol,
L. & Zapata, C. 2020). En el espectro IR de las microcapsulas se mantienen

presentes los picos caracteristicos del extracto, estos son a 1650 cm™ que
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corresponden a las uniones C = C tipicas de los compuestos aroméaticos (Cassol,
L. & Zapata, C. 2020), los picos a 1317 cm™ y 1462 cm™ de los é&cidos
hidroxicinamicos, a 1212 cm™ de las proantocianidinas y el pico de 1650 cm™ de
los compuestos aromaticos. Los picos de 1100 y 1071 cm™ que indican la
presencia de antocianinas (cyanidin-3-O-sambubioside vy delphinidin-3-O-
sambubioside) como lo reporté (Choong et al., 2016) se mantuvieron presentes,
sin embargo, la sefal es mas débil. Esto indica un correcto encapsulamiento del
extracto de jamaica (Figura 7.13), lo cual como se ha comentado antes, estaria
protegiendo a los compuestos de interés, preservandolos de su degradacion por

factores ambientales.

“
-
= ().18%Q.0.60%A:3.33%F (8) 70 E
1.23%A:12.44%F (2) -
“ 3
0.092%0:0.092%A:7.146%F (5) 4
EG <
" 0 a
e Hiblscus sabdariffa extract .
w ¥
1495-cm! 1100-cm! 1071-cm! 40
Hidrocynamic cyanidin-3-O- Delphinidin-3-O
20ds sambubioside sambubioside 30
20
3500 3650 3400 3150 2900 2650 2400 U0 1900 1650 1400 1150 900 650 400
em?

Figura 7.13. FTIR de las microcapsulas de extracto de Jamaica, extracto de
jamaica (rojo), 1.23%A:12.44%F (2)(azul), 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) (café) y
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) (naranja).
7.1.1.3 Distribucion del tamafio de particula (PSD) de las microcapsulas de

jamaica

Para el analisis de tamafio de particula de las microcdpsulas de extracto de
jamaica, se evaluaron las que presentaron la mejor y la peor propiedad de flujo,
que correspondieron a los tratamientos 4 [0.092%Q:0.092%A:7.146%F] y 5
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[0.092%Q:0.092%A:7.146%F] respectivamente, que como se puede ver tienen la
misma composicién del material encapsulante pero el secado se llevo a diferente
temperatura (110 y 120°C). Como se menciond, las propiedades de flujo se
relacionan con los valores de los indices de Hausner y % de compresibilidad. La
intencion de este analisis fue establecer una relacién de esta propiedad con el
tamafio de las microcdpsulas. El tamafio de las particulas y el indice de
polidispersidad (PDI) son propiedades fisicas importantes para evaluar la
idoneidad del material para las formulaciones alimentarias (Rajam &
Anandharamakrishnan, 2015). Las microcapsulas del tratamiento
0.092%0Q:0.092%A:7.146%F (4) y (5) mostraron distribuciones monomodales, con
tamafnos de particula en D[4,3]wax de 19.5 pm y un PDIyax de 2.082 para el
tratamiento 5 y D[4,3]uax de 20.3 um y un PDlyax de 2.272 para el tratamiento 4
(Cuadro 7.7). Estos resultados son mas bajos a lo reportado por Khorshidian, K. et
al., (2019) con microcapsulas de alginato de sodio y quitosano con extracto de
Galactogoga, lo cual indica una mejor distribucion de la gota o particula asperjada

en el proceso de secado por aspersion.

Cuadro 7.7 Distribucion de tamafio de particula de microcapsulas
0.092%0Q:0.092%A:7.146%F Tratamientos (4: Tsecado=110°C) y (5: Tsecado=120°C).

Area de
Anchura Superficie D[3,2] D|[4,3] Dx(10) Dx (50) Dx (90)

Tratamiento  “opp) - Especifica  (um)  (um)  (um)  (um)  (um)

( m#kg)
T5-1 1.963 1880 5.7 19.5 4,74 17 38.1
T5-2 1.263 3451 3.1 4.38 1.89 4.01 6.95
T5-3 2.082 1612 6.65 19 4.24 16.3 38.2
T5-4 2.002 1745 6.14 18.8 4.22 16.5 37.2
T4-1 1.955 1759 6.09 19.9 4.79 174 38.8
T4-2 1.928 1689 6.34 20.3 5 17.8 39.4
T4-3 1.884 1645 6.51 20.3 5.14 18 39.1
T4-4 2.272 1693 6.33 19.4 3.82 16.1 40.4
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la Figura 7.14 se observa que se
produjo una baja polidispersidad (Cuadro 7.7) con particulas finas en el proceso
de secado por aspersion, disminuyendo las interacciones particula-particula y por
tanto la fluidez (Cervantes-Martinez et al., 2014). A Pesar de contar con valores
muy similares ambos tratamientos 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (4) y (5), la baja
fluidez se le atribuye mas por el efecto de la temperatura de secado, propiciando
una mayor humedad en las microcapsulas lo cual favorece la aglomeracion y esto

se debe a la higroscopicidad de los fructanos de agave (Rubio-lbarra et al., 2015).

TS Jarmasica
\ — T Jamatica

Densidad en Volumen (%)
h-\-"‘-q.._\_
"

Distribucion de tamafio (um)

Figura 7.14. Distribucion de tamafio de particula de las microcapsulas de jamaica
0.092%Q:0.092%A:7.146%F (4) [T4)] y 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) [T5].
7.1.1.4 Andlisis Termogravimétrico (TGA) de las mejores microcipsulas de

jamaica

En esta prueba se evaluaron los compuestos por separado que forman la mezcla
del material de pared del mejor tratamiento y las capsulas obtenidas de dicho
tratamiento. El resultado del andlisis térmico (Figura 7.15 A) de la muestra de
alginato de sodio presentd una pérdida inicial en el rango de 30-125 °C
correspondiente al contenido de agua , que represento el 12.9% de la masa inicial,
una segunda pérdida de peso de alrededor del 37.1% en el rango de temperatura
de 200-275 °C, se le atribuye a los procesos complejos que implican la ruptura del
enlace glicosidico C-O-C, el grupo carboxilo (COO") con la formacién de agua
(H20), metano (CH,) y dioxido de carbono (CO;) (Nuran, I. & Fatma, K. 2013) lo
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cual fue similar a los reportado por DEVI, N. et al., 2012. El termograma de los
fructanos de agave (Figura 7.15 B) presentd una pérdida inicial del 6.6% en el
rango de temperatura de 30-130 °C que corresponde al contenido de agua
presente, una segunda pérdida de masa a los 220 °C correspondiente a una
descomposicion térmica la cual es un cambio quimico propiciado por el efecto de
la temperatura, similar a lo reportado por Espinosa-Andrews, H. et al., (2012).
Ademas, la disminucién de la descomposicion térmica a partir de los 300 °C se
asocia a la termolisis de las cadenas ramificadas de los fructanos de agave. Chui
et al., (2002) report6 que las tasas de descomposicion térmica para inulina
disminuyen en la inulina reticulada en comparacion con la inulina nativa. En la
Figura 7.15 C se muestra el termograma del quitosano, donde se observan 3
etapas de degradacion, la primera sucedié en el rango de 30-105 °C que es
atribuido a la pérdida de agua con un 10% de pérdida de peso. La segunda etapa
de degradacion sucedi6 a partir de los 260 °C con una pérdida de peso del 38% y
una tercera descomposiciéon de 340 °C que se le atribuye a la degradacion del
quitosano con una pérdida de peso aproximada del 25%, estos resultados son

similares a lo reportado por Kumar y Koh (2012).
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Figura 7.15. Termogramas de alginato de sodio (A), fructanos de agave (B) y
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En la Figura 7.16 se muestran los termogramas obtenidos para los 3 mejores

microencapsulados. La Figura 7.16 A correspondiente a la microcapsula de

jamaica 1.23%A:12.44%F (2) se observan 4 etapas de degradacion, la primera

sucedio en el rango de 30-145 °C que es atribuido a la pérdida de agua con un 4%
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de pérdida de peso. La segunda etapa de degradacion sucedio de los 145 °C a los
210 °C con una pérdida de peso del 22% se le atribuye a la descomposicién
térmica del alginato de sodio (Nuran, I. & Fatmay, K. 2013), los fructanos de agave
Espinosa-Andrews, H. et al., (2012) y compuestos fendlicos presentes (Afshin y
Seid, 2016). La tercera etapa de degradacion sucedio de los 210 °C hasta los 300
°C con una pérdida del 18% que se le atribuye a la ruptura de las cadenas
poliméricas de los polisacéaridos (Ballesteros, L.F. et al., 2015) y una cuarta etapa
de degradacion de los 300 ° C en adelante con el porcentaje de degradacion del
28%. En la Figura 7.16 B correspondiente a 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5) se
observaron 4 etapas de degradacion, la primera sucedio en el rango de 30-135 °C
que es atribuido a la pérdida de agua con un 3.8% de pérdida de peso. La
segunda etapa de degradacién sucedio de los 135 °C a los 227 °C con una
pérdida de peso del 33.2% que se le atribuye al igual que en el tratamiento
anterior a la degradacion de los biopolimeros y los compuestos fendlicos (Afshin 'y
Seid, 2016), una tercera de los 227 °C hasta los 302 °C con una pérdida del 18% vy
una cuarta etapa de degradacion a los 302 °C en adelante con el porcentaje de
degradacion del 25% atribuidos a la descomposicion de las cadenas principales de
los biopolimeros y la materia inorganica presente (Cassol, L. & Pelayo, C. 2020).
En la Figura 7.16 C referente a la microcapsula 0.18%Q:0.66%A:3.33%F (8) se
observaron 4 etapas de degradacion, la primera sucedio en el rango de 30-146 °C
que es atribuido a la pérdida de agua con un 3.7% de pérdida de peso. La
segunda etapa de degradacion sucedié de los 135 °C a los 238 °C con una
pérdida de peso del 34.3% atribuida a la degradacién de los biopolimeros, una
tercera de los 238 °C hasta los 301 °C con una pérdida del 10% y una cuarta
etapa de degradacion de los 301 ° C en adelante con el porcentaje de degradacion
del 25% similar a la microcapsula 0.092%Q:0.092%A:7.146%F (5). Los datos
anteriores sugieren que todas las microcapsulas obtenidas tienen la capacidad de
proteger contra la temperatura los compuestos de interés del extracto de jamaica

debido a que se han incrementado las temperaturas de degradacién en las
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microcapsulas en comparacion con los materiales de pared por separado (Figura
7.16 A, By C, en comparacion con la Figura 7.15 A, By C).
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Figura 7.16. Termogramas de microcapsulas de jamaica. [A] 0.025A:0.975F (2)
[B] 0.045Q:0.045A:0.91F (5) y [C] 0.04Q:0.16A:0.8F (8),

7.2.2 Validacién de los materiales de pared en una matriz oleosa (Bioinsecticida)

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios reoldgicos (7.1.2) el
tratamiento 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) es la mejor mezcla polimérica para
microencapsular y se comprueba para una matriz de indole acuoso en la etapa de
validacion (7.2.1) con el tratamiento 0.18%Q0.66%A:3.33%F (8) con condiciones
de 120°C y 0.6 L/h. Por lo cual se considerd la mejor matriz de biopolimeros como

material de pared. Se realizaron pruebas preliminares para comprobar la
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efectividad del tratamiento en el bioinsecticida que es una matriz oleosa o
emulsion aceite/agua, trabajando a las mismas condiciones de operacion ya

descritas (7.2.1). Los resultados se observan en el cuadro 7.8

Cuadro 7.8 Rendimientos de las pruebas preliminares comprobatorias de la
efectividad del tratamiento 0.18%Q0.66%A:3.33%F como material encapsulante
de una matriz oleosa.

Mezcla Relacién Bioinsecticida/ Rendimiento (%)

Material de pared

0.18%Q:0.66%A:3.33%F (1) 13 30.64+3.78°
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (2) 15 36.25+1.58"
0.18%Q:0.66%A:3.33%F (3) 1:7 43.87+3.54°

Q: Quitosano; A: Alginato de sodio; F: Fructanos de agave.

Los resultados indican que existen diferencias estadisticamente significativas, a
mayor material de pared el rendimiento tiende a incrementar como lo reporta
Young et al., 1993. Sin embargo, el mayor rendimiento que se present6 en todas
las pruebas preliminares no alcanzé el 50% por lo cual se considera rendimientos
bajos de secado por aspersion, rendimientos mayores o iguales al 70% se
considera un buen proceso de secado (Rajam et al., 2015). En trabajos reportados
se ha aplicado el secado por aspersién a matrices oleosas con rendimientos del
88.8 % (Kanwal et al., 2021) y 92.16% (Dima et al., 2014) etc. Los bajos
rendimientos logrados en el secado de la matriz oleosa podrian deberse a la alta
concentracion de aceites esenciales presentes en la formulacion del bioinsecticida
gue aportan una alta cantidad de acidos poliinsaturados, mismos que presentan
propiedades surfactantes dando la tendencia a que las gotas se aglomeren
(McClements et al., 2015) al asperjarse esa aglomeracion no propicia un secado

adecuado.
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7.3 Secado por aspersion (SA) del bioinsecticida y optimizacion del proceso.

Debido a lo anterior y al enfoque industrial del proyecto, se buscé una alternativa
de mezclar el tratamiento 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) con materiales de pared
ALTUS-2 (AT-2) y ALTUS-3 (AT-3), compuestos que han demostrado tener una
alta eficiencia como material encapsulante de aceites y asi aprovechar las
propiedades de los fructanos de agave, alginato de sodio y quitosano ya

mencionadas anteriormente.
7.3.1 Secado del bioinsecticida con el disefio 4x2

Como se mencion6 en la metodologia, para la realizacion de la nueva estrategia
de secado de la matriz oleosa, se aplicé un disefio experimental 4x2, el ensayo se
realizé por duplicado. Una vez obtenidos los polvos se les realizaron pruebas de
flujo como indice de Hausner (IH), compresibilidad (C%), ademéas de evaluar su
solubilidad (S%), humedad relativa (Hr), actividad de agua (ay) y el rendimiento
logrado. Los resultados se muestran en el Cuadro 7.9

Cuadro 7.9 Optimizacion del secado por aspersion del bioinsecticida adicionando
con AT-2 y AT-3 como material de pared.

Tratamiento Rendimiento aw Hr (%) IH C (%) S (%)
(Relacion material (%)
de pared)
AT2(@1) 6159£6.44"  316:0004° 4.00£0.07" 1.75:0.02° 42.13:042° 65.02:0.1°
AT2 (4:1) 80.37£0.58" ) 286:0,001° 3.99+0.11° 1.72+0.00° 41.89:0.00° 65.83:0.8"
AT2T12 (3:1) 68.22:8.29°  (577:0002° 0.120.07° 1.9040.01° 45.00+117° 75.95:1.2°
AT2T12 (4:1) 76535554 30300001 1.740.07° 1.82:0.00° 44.23:0.00° 78.87:0.6°
AT-3 (@:1) 81.92£253° (09510008 244014 176:0.00° 43.40:0.00° 99.04£0.3’
AT3 (4:1) 8513:3.50°  1310003° 1.70+0.14° 163+0.00' 38.80£0.00' 99.240.2°
ATST12 (3:1) 7881+455" 09840006 2.440.04% 171:001° 442:016°  99.8£0.1°
AT3-T12 (4:1) 76.7240.83° ) 11240006" 27+0.00° 167+0.01° 41704042° 99.9+0.2°
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BIO: Bioinsecticida; AT-2 y AT-3: Materiales de pared; T12: 0.18%Q:0.66%A:3.33%F.

AT-2 permiti6 rendimientos de secado superiores del 60% sin embargo, se
consideran bajos conforme a lo reportado por Rajam et al., (2015). Se observa una
relacion directa de la proporcion de AT-2 y el rendimiento de secado. La
combinacion de AT-2 con el tratamiento 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) mejoré la
solubilidad de las microcapsulas y disminuy6 la humedad. Los bajos niveles en la
solubilidad de la AT-2 de debe al valor de dextrosa equivalente (DE), Medina
Garcia et al., (2013) reporté que a mayor grado de dextrosa equivalente mayor es
el porcentaje de solubilidad, en este trabajo se utilizé AT-2 con una dextrosa
equivalente igual a 10, lo cual se considera un nivel bajo. La AT-3 (4:1) propici6
rendimientos del 85.13+2.53 observdndose que, a mayor proporcion de material
de pared, mayor rendimiento. La solubilidad es mayor al 99% en todos los
tratamientos con AT-3 comparado con los que tienen AT-2 como material de
pared, los cuales arrojaron resultados de solubilidades menores al 80%. Cano-
Chauca et al., (2005) reporta que la solubilidad de un polvo instantaneo esta
directamente relacionada con su microestructura. Sin embargo, la adicion del
tratamiento 12 (0.18%Q:0.66%A:3.33%F) con AT-3 no mejord estadisticamente la
Hr, a,, ni las propiedades de flujo. La explicacion por la que de AT-3 funcioné mejor
como material de pared en la encapsulacién de la matriz oleosa, en comparacion
con las opciones ensayadas, esta relacionado con las propiedades de este
material de adsorberse en la interfase aceite/agua formando una pelicula
viscoelastica, donde los lipidos contribuyen con la coherencia de la estructura a
través de la formacién de empalmes o uniones por medio de gotas de aceite en
los anclajes de las cadenas de AT-3. De manera general todas las muestras
presentaron malas propiedades de fluidez (Cuadro. 7.8), debido a la alta presencia
de los &cidos grasos poliinsaturados presentes en la formulacion bioinsecticida

gue aglomeran las particulas por su propiedad surfactante.
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7.3.2 Secado del bioinsecticida con el disefio 2°

Conforme al disefio anterior (Cuadro 6.3) y los resultados obtenidos (Cuadro 7.9)
se seleccion6 al tratamiento AT-3 (4:1) como el mejor en base a su rendimiento,
a, Yy humedad. Dentro del disefio experimental 2° se establecio el tratamiento AT-3
(4:1) como una constante y como variables 2 temperaturas (110 °Cy 120 °C) y 2
presiones de esprea (0.2 MPa y 0.25 MPa) como se mencioné en el Cuadro 6.4,
estos valores se seleccionaron con la finalidad de optimizar el proceso ya que, al
ser una matriz oleosa, los aceites presentes en la formulacion suelen tener una
termo oxidacion a los 120 °C. En el cuadro 7.10 se presentan los resultados
obtenidos de rendimiento, actividad de agua (ay,), humedad relativa (Hr), indice de
Hausner (IH), compresibilidad de polvos (C) y solubilidad (S) asi como las

desviaciones estandar obtenidas del ANOVA (o>0.05) de la optimizacion.
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Cuadro 7.10 Efecto de la temperatura, presion de aspersion y flujo de alimentacién sobre el rendimiento y
propiedades de las microcapsulas de bioinsecticida.

Tratamiento Temperatura Presion Flujo de Rendimiento aw Hr IH C S
(NUmero) (°C) giro de la alimentacion (%) (%) (%) (%)
esprea (L/h)
(MPa)
AT-3 (1) 110.00 0.20 0.60 91.58+1.05°  0.05+0.0071°  2.28+0.04° 1.33£0.106°  24.29+6.06°  99.30x0.141%
AT-3(2) 120.00 0.20 0.60 87.43+0.31*°  0.059+0.003°  2.50+1.13? 1.3820.176°  26.67+9.42°  99.425+0.247%
AT-3 (3) 110.00 0.20 0.80 88.26+0.16® 0.088+0.016*  3.0+0.15° 1.40£0.045°  28.33+2.357  99.275+0.035%
c a
AT-3 (4) 120.00 0.20 0.80 87.69+0.70®  0.087+0.002®°  4.50+0.57" 1.40+0.038%  28.64+1.928 99.35+0.07%
a
AT-3 (5) 110.00 0.25 0.60 90.40+1.08°°  0.103+0.005°  2.25+0.35% 1.46+0.05° 31.67+2.357 99.25x0.07%
d a
AT-3 (6) 120.00 0.25 0.60 90.77+0.42°  0.087+0.001%°  2.05+0.07% 1.4620.059°  31.37+2.77°  99.535+0.473%
AT-3(7) 110.00 0.25 0.80 88.88+0.42%°  0.077+0.003%°  2.35+0.07% 1.42+0.007°  30.04+0.233 99.4020.07%
cd a
AT-3(8) 120.00 0.25 0.80 94.65+2.97° 0.067+0.003%  2.75+0.07° 1.34+0.021°  26.33#2.057  99.40+0.282%

a
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Los resultados mostrados en el Cuadro 7.10 indican que la temperatura afecta
estadisticamente al rendimiento a la Humedad relativa (Hr) y la actividad de agua
(aw), ademas, la velocidad de la esprea afecta significativamente la Hr y a,, Por
otra parte, conforme al ANOVA, la presion de la esprea no afecta
significativamente ninguna variable de respuesta (a>0.05). Se obtuvieron
resultados mayores de rendimiento comparado con trabajos similares como el
realizado por Sarkar et al., (2012) para una matriz con algunos aceites presentes
en la formulacién. Se observa que los tratamientos AT-3 (1) y AT-3 (8) presentan
los mayores rendimientos con valores de 91.58+1.05% y 94.65+2.97°
respectivamente, esto se debe a la temperatura de entrada del sistema y el tiempo
de permanencia dentro de la camara de secado ya que al ser alimentado con
mayor flujo es necesario una mayor temperatura y esto se comprueba con los
valores reportados en el tratamiento AT-3 (1) de 110°C y 0.6 L/h y el tratamiento
AT-3 (8) de 120 °C y 0.8 L/h. EIl tratamiento AT-3 (5) obtuvo rendimientos
superiores al 90%, ademas destaca en sus valores de mortalidad los cuales se
presentan en el apartado 7.2.2.3. Los tratamientos restantes como son el AT-3
(2)(120°C, 0.6 L/h y 0.2 MPa), AT-3 (3)(110°C, 0.8 L/h y 0.2 MPa), AT-3 (4)(120°C,
0.8 L/h y 0.2 MPa), AT-3 (6)(120°C, 0.6 L/h y 0.25 MPa) y AT-3 (7)(110°C, 0.8 L/h
y 0.25 MPa) a pesar de tener rendimientos altos, no se consideraron como
tratamientos efectivos debido a los resultados de mortalidad que mostraron
(Cuadro 7.13).

7.3.2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM) de las microcdpsulas de

bioinsecticida

El analisis SEM de las microcapsulas con mejores propiedades obtenidas en el
secado por aspersion de la matriz oleosa del bioinsecticida [AT-3 (5)] se presenta
en la Figura 7.17. Se observé una morfologia caracteristica de las microcapsulas

obtenidas mediante secado por aspersion con AT-3 como material de pared,
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presentando una formacion tipo dientes y concavidades. Conforme a varios
estudios comparativos empleando diferentes materiales de pared se ha reportado
que la rigidez es una posible causa de la morfologia, ya que, al tener una mayor
rigidez, la particula se conserva mas lisa evitando el encogimiento en el secado
por aspersion como lo reportd6 Wilkowska, A. et al., (2017) y Botrel, D.A. et al.,
(2014). Ademas, el aspecto de los dientes y concavidades formados en la
superficie se debe a la rapida evaporacion de las gotas de liquido durante el

proceso de secado.

| 250x

(©

Figura 7.17. SEM de las microcapsulas AT-3 (5) de bioinsecticida. 250x (A), 500x (B) y
1000x (C)

Para la comparacion del efecto de las condiciones de operacién con la morfologia
de las microcapsulas, se realiz6 el SEM a las microcapsulas obtenidas al emplear
proporciones de material de pared-matriz de AT-3 (8) las cuales obtuvieron una
mayor efectividad contra las plagas blanco y un mayor rendimiento de secado se
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presentan en la Figura 7.18. Se observd una morfologia similar a las
microcapsulas [AT-3 (5)] a los diferentes aumentos, debido a que presentan la
misma composicion de material de pared. Con esto se pudo determinar que las
condiciones de temperatura, flujo de alimentacion y presion de giro de la esprea
no afectaron la morfologia de las mejores microcapsulas, de manera similar a lo
reportado por Corréa-Filho, L. et al., (2019). Por otra parte, se observo una mayor
cantidad de aglomeraciones en [AT-3 (5)] que en [AT-3 (8)] lo que esta relacionado
con las propiedades de flujo obtenidas en el cuadro 7.10 y el correcto
encapsulamiento de los compuestos activos que demostraron tener capacidad
surfactante aglomerando las particulas.

500x

(C) 1000x

Figura 7.18. SEM de las microcapsulas AT-3 (8) de bioinsecticida. 250x (A), 500x (B) y
1000x (C)
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7.3.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD)

Se realizaron las determinaciones de las mejores microcapsulas AT-3 (5) y AT-3
(8) para verificar la presencia del compuesto activo de interés principal. El
estandar de metabolitos especificos utilizado en este proyecto presenté picos
caracteristicos de metabolitos secundarios extracelulares de la fermentacion de
Streptomyces spp. a los 4.8 s y 4.2 s respectivamente (Figura 7.19), valores
similares a lo reportado por Li, M. et al., 2010 con diferencia de los tiempos
caracteristicos de los picos debido al tipo de columna empleada y la longitud de la
misma. Con respecto a las microcdpsulas, los cromatogramas obtenidos
evidencian la presencia de los 2 metabolitos secundarios de mayor interés, AT-3
(5) present6 un pico mas alto en metabolito secundario 1 que AT-3 (8), indicando
una mayor presencia del compuesto activo, el cual se comprueba mediante el area
bajo la curva y una curva de calibracion de concentracién. Las microcapsulas de
AT-3 (5) contienen 315 mg/L de metabolitos secundarios de interés totales y AT-3
(8) contiene 308 mg/L de estos mismos metabolitos. Esto refleja que las
condiciones de operacion de 110°C, 0.6 L/h y 0.25 Mpa en el proceso de
encapsulado son mas adecuadas, ademas que con estas capsulas se obtuvo una

mayor actividad insecticida (apartado 7.4.)
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Figura 7.19. Cromatograma HPLC-DAD de los metabolitos secundarios de
fermentacion de Streptomyces spp. estandar (A), las microcapsulas AT-3 (5) [B] y
AT-3 (8) [C].

7.3.2.3 Andlisis termogravimétrico (TGA) del bioinsecticida liquido y las mejores
microcapsulas (bioinsecticida en polvo)

El andlisis térmico (Figura 7.20) de la muestra del bioinsecticida liquido presenta

una pérdida inicial correspondiente a la materia altamente volatil, que represento
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el 81.19% de la masa inicial, un segundo y tercer paso de descomposicion se
registra a 344.33 y 428.64 °C respectivamente, lo cual evidencia la presencia de
dos compuestos en la formulacion Bioinsecticida como los aceites esenciales y los

metabolitos secundarios de interés.
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Figura 7.20. Termograma Bioinsecticida liquido

Las microcapsulas obtenidas del secado del bioinsecticida liquido también se
evaluaron termicamente. En la Figura 7.21 se presentan los termogramas
obtenidos de las mejores microcdpsulas. Las microcapsulas AT-3 (5) y AT-3 (8)
mostraron un desplazamiento de la temperatura de descomposicion (Td) del
primer compuesto de interés observandose un corrimiento de Td de 344.33 °C (en
la muestra bioinsecticida liquido) hasta 382.9 y 383.39 °C para AT-3 (5) y AT-3 (8)
respectivamente; este comportamiento es similar al observado en otros trabajos
donde se ha encapsulado una matriz oleosa y se observa que en las capsulas se
aumenta la temperatura de degradacién (Mudgil et al., (2012). Por otra parte, el
segundo compuesto de interés presenta un comportamiento similar, recorriendo su
Td debido al recubrimiento de los materiales encapsulantes asi, la Td paso6 de 428
°C en la muestra de bioinsecticida liquido hasta 453.43 y 457.20 °C para AT-3 (5)
y AT-3 (8) respectivamente, la cual se le atribuye a la descomposicion y oxidacion
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de la materia organica presente o residuos de carbono (Campos, A. et al., 2017).
Finalmente, en la muestra AT-3 (5) se verificO una mayor concentracion de los
compuestos activos, ya que las pérdidas de masa de los compuestos activos en la
formulacion AT-3 (8) fue de 18.26% mientras que para la formulacion AT-3 (5) fue
de 20.92%. Lo anterior indica que las microcapsulas obtenidas bajo las
condiciones AT-3 (5) y AT-3(8) anteriormente descritas, tienen la capacidad de
proteger los compuestos de interés presentes en el bioinsecticida contra la
temperatura, ya que se aumenta en los encapsulados la temperatura de
degradacion.
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Figura 7.21. Termogramas de las microcdpsulas AT-3 (5) [A] y AT-3 (8) [b]

7.3.2.4 Distribucion de tamario de particula

Se evaluo el tamafio de particula de las microcapsulas provenientes de los
tratamientos AT-3 (5) y AT-3 (8), los resultados se muestran en el Cuadro 7.11.
Dado que ambas muestras tienen las mismas proporciones de material de pared y
mismas condiciones de operacion, las diferencias encontradas se le atribuyen a la
concentracion de compuestos activos. AT-3 (5) y AT-3 (8) presentaron
distribuciones amplias, es decir PDI mayores a 1 (Cuadro 7.11) para AT-3 (8)
tamanfos de particula en D[4,3]uax de 373 um y un PDIlyax de 5.077 y AT-3 (5) con
un tamafio de particula D[4,3]uax de 82.8 um y un PDlyax de 28.661 (Cuadro
7.11), los resultados son mayores a lo reportado por Ferndndes et al. (2014) y
Campos, A. et al., (2017) y es atribuido al tipo de aceite presente y la cantidad de
material de pared. En este trabajo se puede observar que AT-3 (5) presenta una
distribucion mas estrecha (PDI) y tamafos de particula mas pequefios (Cuadro

7.11) en comparacion con AT-3 (8).

Cuadro 7.11 Distribucion de tamafio de particula de microcapsulas AT-3 (5) y (8)

Area de
Anchura Superficie D[3,2] D|[4,3] Dx(10) Dx (50) Dx (90)

Tratamiento  “opp) - Especifica  (um)  (um)  (um)  (um)  (um)

( m#kg)
AT-3 (8)-1 54.077 491.2 21.8 373 12.2 27.8 1520
AT-3 (8)-2 27.942 396 27.1 336 12.7 32.3 916
AT-3 (8)-3 37.579 931.3 115 226 11.2 25.5 969
AT-3 (8)-4 48.345 458.2 23.4 317 11.8 27.4 1330
AT-3 (5)-1 5.085 534.5 20 82.8 11.4 23.8 133
AT-3 (5)-2 28.661 473.3 22.6 216 11.9 26.7 776
AT-3 (5)-3 1.937 535.7 20 55.9 115 24.3 58.5
AT-3 (5)-4 1.975 542.7 19.7 59.4 11.4 24 58.7

Los resultados indican que las microcapsulas AT-3 (5) y AT-3 (8) (Fig. 7.22)

presenta distribuciones de tamafo bimodales, varios autores como Jafari et al.,
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2007, han reportado comportamientos similares para microcapsulas con
compuestos oleosos similares. El comportamiento obtenido es deseable para
almacenamiento del polvo, ya que la poblacion de particulas mas pequefias puede
penetrar en los espacios entre las particulas mas grandes, ocupando un espacio
menor (Campos, A. et al.,, 2017) favoreciendo la fluidez de las particulas y una
mayor capacidad de almacenamiento tanto a granel como compreso. Estos
resultados indican que AT-3 (5) es una formulacion mas homogénea que AT-3 (8)

propiciando una mayor capacidad de almacenamiento y una mayor fluidez.

AT-3(8)

/«\ | AT-3(5)

Densidad en Volumen (%)

Distribucion de tamano (pm)
Figura 7.22. Distribucién de tamafio de particula de las microcipsulas AT-3 (5) y
AT-3 (8).
7.4 Evaluacion de la mortalidad de las plagas blanco

Se realizaron las evaluaciones contra las diferentes plagas de interés mediante
metodologias de IRAC 2009, este valor de mortalidad es de importancia, ya que
evidencia la encapsulacion adecuada de los metabolitos secundarios como
compuestos activos del bioinsecticida.
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7.4.1 Mortalidad contra las plagas blanco Tetranychus urticae y

Polyphagotarsonemus latus

La mortalidad contra acaros del género Tetranychus urticae vy
Polyphagotarsonemus latus se presenta en el Cuadro 7.12, se observa que los
tratamientos AT-2 (3:1) y AT-2 (4:1) presentaron efectos bajos de mortalidad en
las dosis bajas y altas. Las mezclas AT-2-T12 (3:1), AT-2-T12 (4:1) y AT-3-T12
(4:1) presentaron niveles de mortalidad bajos en su dosis baja, lo que indica que
no son buenos tratamientos, debido a que se busca que un tratamiento efectivo
tenga un indice mayor al 70% aun en su dosis baja. Uddin et al. (2015) explica que
los insecticidas de este género tienen una rapida forma de accion por lo cual, si no
presenta una mortalidad mayor al 80% en un tiempo menor a 24 h, se considera
un tratamiento con baja efectividad. La mortalidad de los tratamientos AT-3 (3:1) y
AT-3 (4:1) concuerdan con mortalidades reportadas por Grafton-Cardwell & Hoy
(1983), cabe destacar que en el afio que se hizo el estudio existia una menor
resistencia a los insecticidas como lo reporta Landeros et al.,, (2010) con
mortalidades del 84% aproximadamente, esto indica que el producto tiene una alta
eficiencia como acaricida y que los componentes activos se encapsularon de

manera eficiente.

Cuadro 7.12 Mortalidad de las microcapsulas contra Tetranychus urticae y
Polyphagotarsonemus latus.

Tratamiento (Relacion Rendimiento Mortalidad dosis Mortalidad dosis
material de pared) (%) baja (3.5 g/L) alta (5 g/L)
(%) (%)
AT-2 (3:1) 61.59+6.44° 63.3+1.1°°%°9 58.0+3.0°
AT-2 (4:1) 80.37+0.53" 44.4+2.0° 58.8 +1.5"
AT2-T12 (3:1) 68.22+8.29% 44.2+2.6" 82.22+1.15"°°"
AT2-T12 (4:1) 76.53+5.54%° 63.3+1.1°%¢"0 74.4+1 .59
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AT-3 (3:1) 81.92+2.53" 96.3+0.57°"" 82.22+2.08"0
AT-3 (4:1) 85.13+3.50° 96.3+0.57%" 88.8+1.0%"
AT3-T12 (3:1) 78.81+4.55% 77.7+0.0%"" 85.5+1.15%"
AT3-T12 (4:1) 76.72+0.83° 52.2+1.52" 60.0+0.57"
BIO e 100.0£0.0' 100.0+0.0'
ITC e 100.0£0.0' 100.040.0'

BIO: Bioinsecticida liquido; ITC: Insecticida comercial liquido. AT-2 y AT-3: Materiales de pared; T12=
0.18%Q:0.66%A:3.33%F

Los resultados indican que estadisticamente todos los tratamientos evaluados son
diferentes («>0.05) y ejercen un efecto sobre acaros de los géneros Tetranychus
urticae y Polyphagotarsonemus latus. Los tratamientos mas sobresalientes son
AT-3 (4:1) alcanzando casi un 100% de efectividad, equiparando su efecto con los
controles positivos del bioinsecticida liquido (BIO) y un insecticida comercial (ITC)

en ambas dosis 3.5 g/L (Baja) y 5.0 g/L (Alta) de microcapsulas.

En la Figura 7.23 se observa el dafio en la cuticula a los acaros de los 2 géneros
como resultado de la aplicacion de las microcdpsulas disueltas a ambas dosis,
debido al modo de accién del compuesto activo que es bloquear la transmisiéon de
la actividad eléctrica en las células s nerviosas y musculares, estimulando la
liberacion y la union del acido gamma-aminobutirico (GABA) en las terminaciones
nerviosas de los insectos. Como resultado de esto, los iones de cloruro entran en
las células, dando lugar a la hiperpolarizacion y la pardlisis de los sistemas
neuromusculares (Bloomquist, 1993). Se incluyeron &caros testigo sin la aplicacion

del bioinsecticida en polvo.
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Figura 7.23. Acaro rojo (Tetranychus urticae) testigo (A). Deshidratacion de la cuticula
(B) y (C). Acaro blanco (Polyphagotarsonemus latus) testigo (D). Deshidratacion de la
cuticula (E) y (F).

7.4.2 Mortalidad contra la plaga blanco Galleria mellonella y Spodoptera frugiperda

Se realizaron las pruebas de efectividad contra las plagas de larvas de los géneros
Galleria mellonella y Spodoptera frugiperda, con la finalidad de tener un espectro
mayor con otras plagas de interés y asi seleccionar el mejor tratamiento
encapsulante en base al rendimiento, la mortalidad de plaga y la humedad, los

resultados obtenidos se muestran en el cuadro 7.13.

Cuadro 7.13. Mortalidad contra plagas Galleria mellonella y Spodoptera
frugiperda.

Tratamiento Rendimiento Mortalidad Mortalidad Humedad
(Ndmero) (%) Dosis baja Dosis alta (%)
(3.5g/L) (58/L)
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AT-3 (1) 91.58+1.05°  20.0+0.0°™ 40.0+0.0°% 2.28+0.04%
AT-3(2) 87.43+0.31°  30.0+14.14"°  60.0+28.28°®  2.50+1.13°
AT-3 (3) 88.26+0.16%°  20.0+0.0°™ 40.0+0.0°% 3.0+0.15°
AT-3(4) 87.69+0.70°  20.0+0.0™ 10.0£14.14%  4.50+0.57"
AT-3 (5) 90.40+1.08°°  30.0+14.14%°  70.0+14.14®  2.25+0.35°
AT-3 (6) 90.77+0.42°°  10.0+14.14®  0.0+0.0° 2.05+0.07%
AT-3 (7) 88.88+0.42°"" 10.0+14.14%  30+14.14" 2.35+0.07°
AT-3 (8) 94.65+2.97°  50.0+14.14*"  50.0+14.14%"  2.75+0.07°

BL e 60.0+0.0° 70.0£14.14"% s

BIO: Bioinsecticida liquido; AT-3: Materiales de pared; T12=0.18%Q:0.66%A:3.33%F

Los resultados promedios obtenidos conforme a la metodologia de IRAC en 2009
indican diferencias significativas en todos los tratamientos. Conforme a los datos
los tratamientos que mostraron menor efecto son el AT-3 (4), AT-3 (6) y AT-3 (7)

con valores de mortalidad en dosis altas (5g/L) de maximo 30+14.14°¢

y dosis
baja (3.5g/L) hasta 20.0+0.0% indicando un bajo nivel en la proteccién de los
componentes activos y efectividad contra las plagas comparado con el control.
Esto podria deberse a 2 sucesos, uno donde no se realiza un proceso Optimo de
homogenizado y recubrimiento de los componentes activos, que al momento de
ser asperjado no se protejan de manera Optima los compuestos de interés (Brazel
1999) provocando una oxidacion térmica los aceites esenciales presentes. Por
otra parte debido a las propiedades de flujo relativamente malas de los 3
tratamientos el tiempo de retencion dentro de la camara es mayor, debido a que
se pega dentro de las paredes de la camara de secado y no pasa al colector,

provocando un dafio a los componentes activos y del mismo material protector.
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Por otra parte, el tratamiento AT-3 (5) y AT-3 (8) se reportan como los tratamientos
con una mayor efectividad contra la plaga con valores de dosis alta hasta de
70.0+14.14" y dosis de baja hasta de 30.0+14.14% valores muy cercanos o
incluso iguales al control liquido y a estudios reportados con productos similares
por Cua-Basulto et al., (2022). En la Figura 7.24 se puede observar los efectos de
los tratamientos, principalmente un dafio por necrosamiento mayor que el producto
comercial. Esto sucede por la composicion del producto quimico comercial el cual
no es igual en composicion al bioinsecticida estudiado en este proyecto, este
bioinsecticida contiene algunos aceites esenciales que propician diferentes rutas
de combate a la plaga y no solo por el efecto insecticida de los metabolitos

secundarios obtenidos de la fermentacion.

Figura 7.24. Testigo sin aplicar de larva G. mellonella (A). Efectos de las larvas
con producto comercial (B) y Necrosamiento por exposiciéon de microcapsulas de
bioinsecticida (C) y (D)

En la Figura 7.25 se observa los efectos en las larvas de Spodoptera frugiperda.
Presentaron deshidratacion en su cuticula por el bloqueo de la transmision de la
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actividad eléctrica en los nervios y las células musculares, esto significa que las
larvas no se alimentaron por los efectos de una pardlisis provocada por el

bioinsecticida microencapsulado.

Figura 7.25 Testigo sin aplicar de larva de Spodoptera frugiperda (A).
Adelgazamiento y deshidratacion por efecto de las microcapsulas de bioinsecticida
en la larva de Spodoptera frugiperda (B), (C) y (D).

De manera global todos los tratamientos tienen bioeficacia sobre las larvas de los
géneros Galleria mellonella y Spodoptera frugiperda y sobre los acaros de los
géneros, Tetranychus urticae y Polyphagotarsonemus latus con mortalidad
similares a las reportadas para productos insecticidas contra estas plagas por
Cua-Basulto et al., (2022) y Landeros et al., (2010). Por lo cual el tratamiento AT-3
(5) y AT-3 (8) se consideran como los mejores tratamientos debido a que
presentaron una mayor mortalidad contra las plagas blanco.
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Los analisis reoldgicos revelaron que la mezcla Quitosano:Alginato de sodio: Fructanos de
agave (0.18%Q0.66%A:3.33%F) (w/v), presentd interacciones mas complejas, buena
consistencia y comportamiento adelgazante al flujo, la cual demostré ser un adecuado
material de pared con alta capacidad para microencapsular un extracto acuoso de jamaica

(Hibiscus sabdariffa) obteniendo rendimientos superiores al 80%.

Los andlisis de Espectroscopia Infrarroja (FTIR) demostraron la presencia de compuestos

fendlicos en las microcdpsulas de jamaica (Hibiscus sabdariffa).

La microscopia electronica de barrido revelé6 demuestra la obtencién de microcapsulas
con caracteristicas propias de los componentes de la mezcla empleada como material de
pared para la microencapsulacién del extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y la

emulsion (Bioinsecticida).

El bioinsecticida mostr6 un caracter adelgazante al flujo y capacidad de ser atomizado en
el secador por aspersion. Sin embargo, la mezcla seleccionada (0.18%Q:0.66%A:3.33%F)
presentd rendimientos de secado inferiores al 43.87+3.54%, debido a la presencia de

materia oleosa.

El material de pared AT-3 demostré tener una alta capacidad de encapsulacion del
bioinsecticida con rendimientos de secado hasta del 94.65+2.97% a condiciones de
operacién de 110°C, 0.6 L/h y 0.25 Mpa.

El analisis de las microcapsulas de bioinsecticida por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC-DAD), evidencio la presencia de metabolitos secundarios de interés para

el efecto insecticida, confirmando un buen proceso de microencapsulacion.

La aplicacion de las microcapsulas obtenidas usando como material de pared a AT-3 (5)
(4:1) en pruebas in vitro mostré tener un efecto equiparable al bioinsecticida en
presentacion liquida contra é&caros de los géneros Tetranychus urticae vy
Polyphagotarsonemus latus (88-96 %) y contra larvas de los géneros Galleria mellonella y

Spodoptera frugiperd hasta del 85%.
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