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RESUMEN
Q.B.P. Lorena Lugo Estrada Fecha de presentacion: Septiembre 2012

Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
PARA LA ENCAPSULACION DE ACEITES ESENCIALES POR LA TECNICA
DE NANOPRECIPITACION
Ntumero de paginas: 98 Candidato a obtener el titulo de Maestro en Ciencias

con Orientacion Terminal en Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica/Quimica de Productos Naturales

Propésito y Método de Estudio: En los ultimos afos se le ha dado una gran importancia al uso de recursos
vegetales (i.e.: aceites esenciales) como alternativa natural en el area biomédica, alimentaria, cosmética y
agricola. El aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) ha presentado actividad antibacteriana, antimicética,
antioxidante e insecticida. No obstante, sus componentes son moléculas volatiles, inestables y susceptibles a la
degradacion por el oxigeno del aire y los rayos UV. Su encapsulacién en nanoparticulas poliméricas (NP), es un
alternativa innovadora que previene la volatilizacion de los componentes activos y al mismo tiempo, extiende
su vida util al protegerlos de reacciones de oxidacion y descomposicién inducidas por el oxigeno y la luz. Las
NP son sistemas coloidales particularizados de tamano nanométrico (100-1000 nm).

Este trabajo consta de tres etapas: i) Obtencidn y caracterizacion fisica y quimica del aceite esencial de Thymus
vulgaris, i) Optimizacién y validacion de la técnica de microextraccién en fase solida en modalidad hedspace
(HS-SPME) para la cuantificacion de los componentes del aceite esencial encapsulado en NP y iii) Obtencion y
caracterizacién de NP poliméricas cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris. En la primer etapa, se
obtuvo el aceite esencial de Thymus vulgaris por hidrodestilacion, se identificaron sus componentes v la
proporcion de cada uno por CG-MS y GC-FID. Se realizé la caracterizacién fisica determinando densidad
relativa, indice de refraccién y rotacién optica. Para la segunda etapa, se eligio la mejor fibra de SPME para la
extraccion de tres componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris, se optimizo la técnica de HS-SPME y se
validé determinando linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision, robustez, selectividad y
exactitud. Finalmente, se optimizo la técnica de nanoprecipitacién para la obtencion de NP cargadas con aceite
esencial de Thymus vulgaris, posteriormente, se evaluaron dos técnicas de purificaron de NP: evaporacion a
presion reducida y dialisis; para finalmente determinar su potencial Z, indice de polidispersidad, tamano,

porcentaje de eficiencia de encapsulacion, porcentaje de encapsulacion, apariencia y estabilidad.

Conclusiones y Contribuciones: La técnica de nanoprecipitacion permite obtener una formulacion de NP
cargadas con aceite esencial de Thymus vulgaris estables. Los métodos cromatograficos desarrollados
permitieron obtener una respuesta lineal y precisa de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris en
NP. Cabe mencionar que es la primera vez que se obtienen NP poliméricas cargadas con aceite esencial de
Thymus vulgaris purificadas por la téenica de dialisis. Con el método de purificacion desarrollado fue posible
obtener NP cargadas con un aceite esencial de origen natural libre de solvente y con alto porcentaje de

encapsulacion.

Pra. Rocio Alvarez Roman
Directora de Tesis
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Introduccién

CAPITULO I

INTRODUCCION

I.I Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de un numero variable de sustancias organicas
olorosas, entre lo que destacan los monoterpenos (compuestos de 10 carbonos), los
sesquiterpenos (de 15 carbonos) y los Fenilpropanos, aunque se puede encontrar en
menos proporcion otro tipo de compuestos como algunos alcoholes (Bakkali F., et al.,

2008).

La estructura quimica de los monoterpenos y diterpenos se derivan del
geranilpirofosfato (GPP) y farnesilpirofosfato (FPP), respectivamente, los cuales son
intermediarios de la via del mevalonato, una ruta metabdlica importante en células

eucariotas.

Los fenilpropanos son sustancias derivados del &cido shikimico, con un anillo
aromatico unido a una cadena de 3 carbonos (Wade L.G., 2004). En la figura 1.1 se

muestra un ejemplo de cada tipo de terpeno encontrado en los aceites esenciales.



Introduccién

= CHj
OH
OH HBC/
Mentol (monoterpeno) Farnesol (sesquiterpeno) Anetol (fenil propano)

Fig.1.1 Ejemplos de compuestos encontrados en los aceites esenciales.

La composicion de los aceites esenciales depende de varios factores como por ejemplo:
época de colecta, localizacion geografica, momento del dia de colecta, forma de
recoleccion del material vegetal y técnica de extraccion. Los aceites esenciales se pueden
extraer de cualquier parte de la planta. Por ejemplo, se han extraido a partir de las
hojas del ajenjo, la albahaca y el eucalipto; de las raices en el caso del circuma y el
jengibre; del pericarpio del fruto de citricos; a partir de las semillas, como en el anis y el
hinojo; del tallo de la canela, utilizando las flores como en la lavanda y el tomillo y

finalmente de los frutos de la nuez moscada y la pimienta (Dominguez X., 1985).

I.11. Aplicaciones de los aceites esenciales

Actualmente no existen muchos aceites esenciales inscritos en las farmacopeas, sin
embargo, una amplia investigacion realizada a nivel mundial sobre estos aceites ha
demostrado una importante actividad biologica. Ademads, su facil obtencion y baja
toxicidad biologica ha permitido que, los aceites esenciales sean una alternativa natural

con una amplia gama de aplicaciones y usos en el &mbito médico, agrario, alimentario y
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cosmético (Bakkali F.S., et al., 2008). En la tabla 1.1 se mencionan algunas aplicaciones

bioldgicas de los aceites esenciales.

Tabla 1.1 Aceites esenciales y su aplicacion biologica en diferentes &mbitos.

Ambito Acel’fe Actividad/Uso Referencia
esencial
Eucalyptus Antioxidante contra radicales libres con | (Mishra A.K,, et
globulus DPPH al., 2010)
S Ant}m1crob1ano contra F:epas de (Botelho MLA., et
Lippia sidoides patdgenos orales (Candida spp. y al,, 2007)
Farmacia y Streptococcus spp.) ’
Medicina Aloysia Antimicético contra Candida albicans en (Oliva M.L., et
triphylla candidiasis al., 2011)
S.antulu.m Antiviral contra HSV-1 (Valenti D., et al.,
insularis 2001)
Cy Zfro;;fon Repelente contra Aedes aegypti qm{;?;&;;" o
Thymus
vulgaris
Origantint Saborizante en aceite de canola (Adams A., et al,
Alimentos vulgare 2011)
Ocimun
basilicum
Salvia officinalis Conservador actuando como (Hayouni E.A., et
Schinus molle antimicrobiano contra Salmonella spp. al., 2008)
Artemisia Pesticida contra los afidos Aphis gossipy, (Lai F., et al.,
Agricultura arborescens Bemisia tabaci, en cultivos 2007)
Pistacia Antifangico contra hongos fitopatdgenos: | (Barra A., et al.,
lentiscus Fusarium oxysporum, Aspergillus flavusen 2007)

Sin embargo, el uso de los aceites esenciales como agentes con actividad terapéutica se

ha visto limitado por su inestabilidad quimica atribuida a la degradacién de sus

componentes por la luz y el oxigeno del aire, asi como por la elevada volatilidad de sus

componentes activos que disminuye su efectividad terapéutica (Lai F., et al., 2006).
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LIII Formulaciones para aceites esenciales
En el mercado, ya se encuentran diferentes formulaciones a base de aceites esenciales

y/o algunos de sus componentes con variadas actividades bioldgicas (tabla 1.2.).

Tabla 1.2 Productos comerciales de aceites esenciales en diferentes formulaciones de liberacion de activos.

Formulacion Marca Aceite esencial Aplicacion

Liposomas Pratima® Frijol de soya Cosmética

Oenothera biennis
Microparticulas L’Occitane® Cosmética
Brago officinalis

Camellia sinensis

Suplemento
Fitosomas Planti-Oxidants® | Silymarin marianum
alimenticio
Vitis vinifera
Lavandula latifolia
Aceite esencial Vinca Minor ® | Cymbopogon nardus Repelente

Ocimum basilicum

De hecho, durante los ultimos quince anos, diferentes formulaciones han sido
desarrolladas con la intencidon de proteger y aumentar la vida media de los aceites
esenciales, entre los que destacan las microparticulas poliméricas, los liposomas, las

nanoparticulas sdlidas lipidicas y las nanoparticulas poliméricas.

Microparticulas poliméricas- son sistemas particularizados de tamafio micrométrico

(100-1000pm) constituidos por polimero y principios activos hidrofébicos. Las
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microparticulas poliméricas confieren proteccion al principio activo evitando su
degradacion y facilitan el transporte del activo dentro del organismo. Estos sistemas ya
han sido utilizados para encapsular aceites esenciales. You ]. y cols. (2006)
desarrollaron una formulacion del aceite esencial de Curcuma cedoaria para la
administracion oral a conejos en el estudio de la actividad hepatoprotectora. Los
resultados permitieron demostraron una mejor biodisponibilidad del aceite esencial
encapsulado en las microparticulas poliméricas que a partir de la formulacion

convencional del mismo aceite y por lo tanto una mejor actividad.

Liposomas- son particulas esféricas formados generalmente de fosfolipidos donde se
encapsulan moléculas activas tanto hidrofilicas como hidrofdbicas (figural.2). Valenti
D. y cols. (2001) encapsularon aceite esencial de Santolina insularis en liposomas de
fosfatidilcolina y colesterol para determinar su actividad antiviral in vitro contra el virus
HSV-1. Se observo que la formulacion de liposomas cargados con el aceite fue mas
eficaces contra el virus que el aceite esencial libre. Al mismo tiempo, establecieron que
los liposomas con el aceite esencial presentaban una buena estabilidad evitando la

degradacion del aceite y la formacion de agregados.

S il Z
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Fig.1.2 Liposoma formado por fosfolipidos
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Nanoparticulas solidas lipidicas (NSL)- son sistemas coloidales con una alta
proporcién de agua (70-95%) elaborados a partir de lipidos fisiologicos sdlidos (figura
1.3.). Lai F. y cols. (2006) obtuvieron formulaciones de NSL con aceite esencial de
Artemisa arborescens para su aplicacion agricola como pesticida. Demostraron que las
NSL tienen una alta estabilidad y buena capacidad para reducir la evaporacion de los

aceites esenciales, siendo buenos acarreadores para pesticidas ecoldgicos.

Fig.1.3 Nanoparticula sélida lipidica

Nanoparticulas poliméricas (NP)- son sistemas coloidales sélidos con un tamafio de
particula en el rango de 10 a 1000 nm. Basicamente, las NP estdn formadas por el
polimero y el principio activo disuelto, entrampado o encapsulado en la matriz
polimérica. En base a su morfologia y arquitectura (figura 1.4), existen dos tipos de
NP: las nanoesferas (sistema monolitico matricial donde el principio activo sélido es
adsorbido o incorporado) y las nanocdpsulas (sistema vesicular donde el principio
activo liquido estd disuelto o disperso en el ntcleo o en la pared polimérica) (Fessi H.,

et al., 1989).
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Nanoesferas Nanocépsulas
Sélidos Liquidos

Fig.1.4 Tipos de Nanoparticulas poliméricas

Sohn S.O. y cols. (2007) desarrollaron una formulacion de NP y microparticulas
poliméricas con aceite esencial de Lavandula latifolia para su aplicacion sobre una
tela para aromaterapia, demostraron que la encapsulacion del aceite esencial en las

NP mejoro su estabilidad.

Las propiedades fisicoquimicas de las NP le brindan mayores beneficios y ventajas
respecto a otros sistemas particulados:

e Tamano nanométrico. Permite entrar a las células atravesando su

membrana o por endocitosis.

e Recubrimiento sélido. Permite proteger al principio activo de la
degradacion por oxigeno del aire, enzimas hidroliticas, pH, luz y algunos

otros factores, aumentando su estabilidad.

e Gran drea superficial. Aumenta la biodisponibilidad y posiblemente la

bioactividad del principio activo en sistemas bioldgicos.
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LILIII. Obtencion y purificacion de NP

Actualmente, existen variadas técnicas para la obtencion de NP a partir de polimeros

preformados que permiten encapsular aceites esenciales. En la tabla 1.3 se muestran

formulaciones de NP utilizando diferentes polimeros y técnicas de obtencion.

Tabla. 1.3. Ejemplos de nanoparticulas poliméricas de aceites esenciales.

Técnica de

Tamano

Acei
celte ., Polimero Aplicacion Referencia
encapsulado obtencién (nm)
Insecticida contra
) el escarabajo rojo
‘ P (Tribolium
castaneum)
Quitosan Insecticida contra (Abreu F., et al
Lippia sidoides | ~ Spray drying y gomade | 335-558 | el mosquito Aedes 201 '2') 7
mascar aegypti
Emulsificacid
Curcuma muos/;:c;aon Alginato | 263-373 Me.dicina y (Lertsutthiwong
longa T, alimentos P., et al., 2008)
gelificacion
Lavandula Emulsificacion- . (Sohn S.0,, et al.,
PVACcP 244 A t
latifolia Difusién c romaterapia 2007)

aPEG: Polietilenglicol
PPVAc: Acetato de polivinilo

Especificamente, la nanoprecipitacion es una técnica que permite encapsular principios

activos hidrofdbicos con buenos porcentajes de encapsulacion. Brevemente, consiste en

una fase organica compuesta por un polimero y el principio activo disueltos en un

solvente orgdnico parcialmente miscible en agua; esta fase se incorpora en una fase

acuosa compuesta por tensoactivo y agua con agitacion constante. Al estar en contacto

las dos fases, las cadenas poliméricas se agregan con las moléculas del principio activo
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quedando formadas las NP, mientras que el solvente organico difunde hacia la fase

acuosa.

Después de la formacion de las NP el solvente organico debe ser eliminado para evitar
desestabilizar el sistema, formar agregados y por ende aumentar el tamario de particula

y en el indice de polidispersidad (Chorny M., et al., 2002).

Comunmente, el solvente organico es eliminado por medio de evaporacion a presion
reducida permitiendo una purificacion rapida y controlada (Fessi H., et al., 1989). Al
tratarse de aceites esenciales encapsulados en NP, el uso del rotavapor conllevaria a la
evaporacion de sus componentes mas volatiles afectando la eficiencia de encapsulacion

y probablemente su actividad terapéutica.

Una técnica alternativa de purificacidon de sistemas coloidales es la didlisis. En donde el
solvente organico presente en la formulacién de NP debe difundir a través de una
membrana semipermeable hacia el agua que se encuentra en el exterior (Villiers M.M.,
et al., 2009). Las NP se mantienen al interior de la membrana debido a que son de un

tamafio mayor que el poro de la misma.

El uso de esta técnica podria tener ventajas sobre la evaporacion a presion reducida
debido a que no requiere el uso de altas temperaturas y presiones que favorecerian la

evaporacion de los componentes mas volatiles del aceite esencial.
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LII Thymus vulgaris

El aceite esencial de Thymus vulgaris estd compuesto principalmente por o-cimeno,
timol y y-terpineno (Guerra-Boone L., 2011). Diferentes investigaciones le confieren la
mayor parte de sus actividades bioldgicas a la presencia de estos tres compuestos. Por
ejemplo, se le ha atribuido una buena actividad antioxidante al aceite esencial de
Thymus vulgaris contra el estrés oxidativo inducido por aflatoxinas en ratas macho (EI-
Nekeety A.A., et al., 2011), una alta actividad antimicrobiana contra 10 patoégenos
contaminantes de alimentos (i.e.: Salmonella spp., Escherichia coli) (Rota M.C.,, et al., 2008),
una importante actividad antimicdtica contra algunos tipos de hongos (i.e.: Fusarium
oxysporum y Aspergillus niger) lo que favorece su uso como conservador post cosecha
(Kumar A, et al., 2008), y por ultimo una buena actividad repelente e insecticida contra

Meligethes aeneus en cultivos de canola (Pavela R., 2011).

En general, la actividad antioxidante, antimicética y antibacteriana se debe a los

terpenos oxigenados presentes en el aceite esencial de Thymus vulgaris, principalmente

el timol y el carvacrol (El-Nekeety A.A., et al., 2011).

LIII Cuantificacion de aceites esenciales en diversas formulaciones

Los componentes de los aceites esenciales son identificados y cuantificados
principalmente con métodos de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

y de Cromatografia de Gases (GC).
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La CLAR permite analizar compuestos volatiles, semivolatiles y no volatiles. Ademas,
es rapida, de bajo consumo de solventes orgdnicos y con altos porcentajes de
recuperacion. Sin embargo, en algunos casos, la sensibilidad esta limitada por la baja
concentraciones de los componentes presentes en los aceites esenciales y ademas un

gran namero de estos componentes no absorben en el rango del ultravioleta.

Una alternativa, ampliamente utilizada es la GC-FID (por sus siglas en inglés Gas
Chromatography-Flame Ionization Detector) porque tiene una mayor sensibilidad en su
detector y pueden analizarse muestras de analitos volatiles a concentraciones muy

bajas.

Por otro lado, cuando el aceite esencial se encuentra encapsulado en matrices
poliméricas, los problemas mas frecuentemente encontrados en la cuantificacion de sus
componentes es la interferencia analitica del polimero y/o del agente tensoactivo. Una
de las propuestas analiticas de extraccion y posterior cuantificacion de los componentes

del aceite esencial es la GC con headspace (HS, por sus siglas en inglés).

La técnica de HS, consiste en mantener a los analitos volatiles y semivolatiles en su fase
de vapor con la aplicacion de temperatura a la muestra liquida. Los analitos en fase de
vapor son detectados y posteriormente cuantificados por GC. Sin embargo, el uso de
esta técnica en aceite esencial conllevaria una menor recuperacion de los componentes

generando métodos analiticos menos sensibles.
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Una técnica que tiene la capacidad de combinar extraccion y preconcentracion en un
solo paso es la microextraccion en fase solida en modo headspace (HS-SPME, por sus
siglas en inglés). Los analitos en fase gaseosa en el HS se adsorben en una fibra
recubierta de una fase estacionaria y se extraen directamente del HS. Posteriormente, la
fibra de SPME se introduce en el cromatografo de gases, donde los analitos se desorben

en el inyector a altas temperaturas.

Cabe mencionar que la técnica de HS-SPME es selectiva, rapida, relativamente barata y
libre de solventes organicos, reduciendo el dafio hacia el analista y el medio ambiente

(Pawliszyn J., 1997).

Se ha reportado el uso de la HS-SPME para el andlisis de aceites esenciales y/o sus
componentes. Por ejemplo Bicchi C. y cols. (2007) evaluaron directamente la
composicion de dos plantas: Matricaria chamomilla L. y Salvia lavandulifolia demostrando

la utilidad de la HS-SPME para el control de calidad de plantas medicinales.

De igual forma Adams A. y cols. (2011) determinaron los perfiles de un aceite de canola
enriquecido con orégano, albahaca y tomillo. Demostraron que la HS-SPME es una

técnica eficaz y sensible para la extraccion de componentes volatiles vegetales.

La HS-SPME también ha sido utilizada en matrices bioldgicas. Kolhert C. y cols. (2002)

analizaron el timol en plasma humano después de cierto tiempo de ingesta de una
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preparacion de Thymus vulgaris. Demostraron que la HS-SPME es una técnica eficaz

para estudios de biodisponibilidad de productos herbales.

Esta técnica ha resultado ser una alternativa conveniente para la extraccion de analitos
volatiles y semivolatiles en sistemas matriciales. Baranauskiené R. y cols. (2005)
determinaron los componentes de los aceites esenciales de casia, tomillo y orégano
encapsulados en microparticulas con cuatro cubiertas diferentes por HS-SPME.
Demostraron que los analitos volatiles se pueden extraer facilmente y que la técnica de
HS-SPME es sensible y reproducible para el andlisis de aceites esenciales en matrices

complejas.

Recientemente, Cavazos-Rodriguez M.R. (2010) desarroll6 un método con HS-SPME
para la cuantificacion de carvacrol encapsulado en NP para su aplicacion
dermatologica. Establecié que la HS-SPME es una técnica eficaz para la cuantificacion
del carvacrol (componente del aceite esencial de Thymus vulgaris) a partir de un sistema

vesicular polimérico como las NP (Alvarez-Roman R., et al., 2011).
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LIV JUSTIFICACION

Teniendo como evidencia el gran potencial de los aceites esenciales como antimicoticos,
antibacterianos, pesticidas, antioxidantes, saborizantes y/o conservadores en el ambito
médico, farmacéutico, agricola y alimentario, asi como la gran problematica existente
respecto a la degradacion quimica del aceite esencial causada por la luz y el oxigeno del
aire, y la pérdida de sus compuestos activos volatiles; considerando las ventajas y
beneficios que ofrecen los sistemas particulados, la encapsulacion de aceites esenciales
de origen natural en nanoparticulas poliméricas es una alternativa innovadora y eficaz
que favoreceria el desarrollo de nuevos productos estables y su futura aplicacion

bioldgica para la mejoria de los productos existentes en el mercado actual.
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L.V OBJETIVO GENERAL
Obtener una formulacion de nanoparticulas poliméricas (NP) cargadas con un aceite
esencial de origen natural (Thymus vulgaris) para evaluar la encapsulacion de sus

componentes en base a su caracterizacion fisica y quimica.

L.VI OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite esencial de Thymus

vulgaris obtenido por hidrodestilacion.

e Implementar y validar un método de microextraccion en fase sdlida para la

cuantificacion de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.

e Optimizar la técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de NP cargadas con

el aceite esencial de Thymus vulgaris.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las NP cargadas con el aceite

esencial.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

II. I. Material, equipo v reactivos

I1.1.1. Material

e Agitadores magnéticos

¢ Columna de cromatografia de gases, HP-5MS, (5%-Fenil)-metilpolisiloxano,

(30 m x 0.25 mm, 0.25 um), Agilent Technologies

e Fibras de SPME: Poliacrilato (PA) de 85 pm,
Divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS),
Carboxen/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS) y Polidimetilsiloxano (PDMS),

Supelco

e Portafibras, Supelco

¢ Membrana para didlisis de celulosa regenerada

e Picnémetro de vidrio (1 mL), Thomas Scientific

e Viales claros de 7 mL con tapa con septa de PTFE/silicén, Supelco
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IL.LII. Material bioldgico
e Planta de Thymus vulgaris (Tomillo) del Mercado Juarez, en Monterrey,

Meéxico (Colectada en Matehuala, SLP).

IL1L1II. Equipo

e Hidrodestilador modificado de Clevenger

e Rotavapor, Laborota

e Cromatografo de gases Perkin Elmer ® Autosystem XL con inyector

split/splitless y detector de ionizacion en flama.

e Balanza analitica, Shimadzu AX 200

e Bano de inmersion circulador, Thermo-circulator, LabTech

e Ultracentrifuga 64R Allegra™, Beckman Coulter

e Placa de agitacion, IKA-Werke, RO-10, IKA-HS 260 basic

e Purificador de agua, Purelab UHQ

e Zetasizer Nanoseries, Nano-Zs90, Malvern Instruments

e Polarimetro 341, Perkin Elmer

e Refractdometro 10406, AO Reichert.
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I1.1.IV. Reactivos

e Acetona, grado HPLC, Burdick & Jackson

e Cloruro de metileno, J.T. Baker

e Solucion estandar de n-alcanos C8-C20, Sigma-Aldrich

e Carvacrol, 97% (CG), Fluka

e y-terpineno, limoneno, anetol y mentol, Sigma-Aldrich

e Acetato de linalilo, mirceno, eucaliptol y timol, Fluka

e Poli-e-caprolactona, Mw ~14,000, Fluka

e Tween® 80, Sigma-Aldrich
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ILII. Obtencién y caracterizacion quimica y fisica del aceite esencial de Thymus

vulgaris

ILILI Obtencion del aceite esencial

Se adquiri6 el Thymus vulgaris (tomillo) en el Mercado Juarez de Monterrey, Nuevo
Le6n, México. Las hojas y los tallos fueron cortados con tijeras para determinar
posteriormente su peso. Se coloco el material vegetal en un matraz bola para integrarlo
al equipo Clevenger modificado para iniciar la hidrodestilacion durante 4 hrs a partir

de la ebullicién del agua.

El aceite esencial fue colectado, pesado y guardado en un vial de vidrio &mbar a -4°C.
Posteriormente se calculo el porcentaje de rendimiento de la extraccion de acuerdo a la

formula 2.1

Peso del aceite esencial

%Rendimiento = ( ) x* 100 (2.1)

Peso de la planta

ILILIL Caracterizacion quimica
Con el fin de identificar los componentes del aceite esencial del Thymus vulgaris, se
realizé un andlisis cualitativo por Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro

de masas (GC-MS por sus siglas en inglés). Se utilizd una columna HP-5MS.
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Las condiciones cromatograficas se establecieron en base a la elucion de los alcanos (C8
al C20). El programa del horno inicié a 35 °C, se mantuvo durante 9 min, después se
calentd hasta 150 °C (a 3 °C/min) y se mantuvo por 10min, posteriormente se elevo a
250 °C (a 10 °C/min) y finalmente se calent6 hasta 270 °C (a 3 °C/min). La temperatura
del inyector fue de 220 °C y del detector de 150°C. Se uso el helio como gas acarreador,

con un flujo de 0.5 mL/min, con pureza del 99.9%.

Se inyectaron 2 uL de aceite esencial de Thymus vulgaris a una concentracion de 2
mg/mL en hexano. Sus componentes se identificaron en base a la comparacion con la
biblioteca NIST (National Institute of Standards and Technology), al indice aritmético y al

indice de Kovats (n-alcanos C8 al C20) (Adams R.P., 2007).

Con el fin de obtener la separacion de los componentes del aceite esencial de Thymus
vulgaris se optimiz6é un método por Cromatografia de gases con detector de ionizacién

en flama (GC-FID por sus siglas en inglés) con inyeccion directa.

Se inyectaron 2 uL del aceite esencial de Thymus vulgaris en cloruro de metileno a una
concentracion de 20 mg/mL. Se analizo con condiciones cromatograficas previamente
establecidas por Guerra-Boone L. (Guerra-Boone L., et al., 2011). El programa del horno
inicio a 50 °C, después se calentd hasta 120 °C (a 6 °C/min) y se mantuvo durante 1min,
posteriormente se elevo a 280 °C (a 25 °C/min) y se mantuvo por 1 min. La temperatura
del inyector fue de 270 °C en modo Split (1:20). La temperatura del detector FID fue de

de 250°C. Se us6 el helio como gas acarreador, con un flujo de 2 mL/min, con una
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pureza del 99.9%. Las condiciones fueron modificadas hasta obtener todos los picos

cromatograficos resueltos.

Una vez establecido el programa de temperatura 6ptimo, se calculd el porcentaje en el
que aparecian cada uno de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.
Posteriormente se procedid a seleccionar tres componentes del aceite esencial como
analitos para su seguimiento en las formulaciones de NP. Se calculd la proporcion en la
que aparecian los componentes seleccionados considerando el area de los tres como el

100%.

Para seleccionar el estdndar interno, se inyectaron soluciones de estdndares de mentol,
acetato de linalilo, limoneno, eucaliptol y mirceno a una concentracion de 1 mg/mL de

dicloro metano.

ILILII. Caracterizacion fisica

Indice de refraccién

Para obtener el indice de refraccion se emple6 un refractoémetro AO Reichert Modelo
10430 y se realizo en base a la ficha MGA 0741 de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos. Previo a la determinacion, el equipo fue calibrado con agua destilada a

25°C. Posteriormente, se depositd una gota del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre
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la superficie del prisma de medicién evitando la formacion de burbujas de aire, se cerr6

y se obtuvo el resultado por triplicado. Se utilizo el anetol como control.

Rotacién éptica

Para obtener la rotacion Optica del aceite esencial de Thymus vulgaris se utilizd un
polarimetro 341 Perkin Elmer y se realizé en base a la ficha MG 0771 de la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos. Previo a la determinacion, el equipo fue calibrado a
25 °C con una solucion de sacarosa de 260 mg/mL. Posteriormente, se lleno la celda de

1 mL y se obtuvo el resultado por sextuplicado. Se utilizé el anetol como control.

Densidad relativa

Para determinar la densidad relativa del aceite esencial de Thymus vulgaris se utilizé un
picnometro de 1 mL y se realizé en base a la ficha MG 0251 de la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos. Primero, se determind el peso del picndémetro seco y vacio.
Posteriormente, se llend el picnémetro con agua destilada a 20°C (previamente llevada
a ebullicion), se calentd en el bafio de agua a 25°C y se pesd. Se siguié el mismo
procedimiento para el aceite esencial de Thymus vulgaris y el control de anetol. Cada

determinacion se realizo por triplicado usando la féormula 2.2.

D.R.= (2.2)

0lo

Donde:

D.R. = densidad relativa de la muestra (g/mL)

D = peso de la muestra en gramos y

C = peso del agua en gramos medida en la calibracién
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ILIIL. Desarrollo del método con Microextraccion en fase solida en modo headspace

(HS-SPME) por cromatografia de gases (GC-FID)

Para cuantificar los tres componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris
seleccionados para su seguimiento en las NP, se desarroll6 un método analitico de GC
con HS-SPME. Brevemente, esta técnica consiste en la extraccion de los analitos de la
matriz de la muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta por un
sorbente, seguida de la desorcion de los analitos mediante temperatura. En la figura 2.1

se muestra el esquema de la técnica de HS-SPME.

Holder

Analitos

Fig.2.1. Técnica de HS-SPME utilizada para la
cuantificacion de los componentes del aceite esencial de
Thymus vulgaris.
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ILIILI Acondicionamiento de las fibras de SPME

Antes del uso de las fibras en los experimentos de HS-SPME, fue necesario
acondicionarlas de acuerdo a los datos establecidos por el proveedor. En la tabla 2.1 se
muestran las condiciones utilizadas para cada fibra. Se utiliz6 un cromatografo Perkin

Elmer Autosystem XL, usando como gas acarreador el helio con un flujo de 2 mL/min.

Tabla 2.1. Condiciones para el acondicionamiento de las fibras de SPME

Recubrimiento | Grosor (um) Temperatura de Tiempo de
acondicionamiento (°C) acondicionamiento (Hrs)
PA! 85 280 1
CAR/PDMS? 75 300 1
DVB/CAR/PDMS3 50/30 270 1
PDMS# 100 250 0.5
1PA: Poliacrilato 3DVB/CAR/PDMS: Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano

2CAR/PDMS: Carboxen/Polidimetilsiloxano 4PDMS: Polidimetilsiloxano

ILIILIL Seleccion de la fibra de SPME

Con el fin de seleccionar la fibra que permitiera una mejor extraccion de los tres
componentes del aceite de Thymus vulgaris de manera reproducible y al mismo tiempo
mantener la proporciéon previamente establecido, se probaron cuatro fibras de
diferentes caracteristicas. Para los experimentos de HS-SPME se utilizé una solucion de
estandares de los 3 componentes seleccionados y las condiciones experimentales
establecidas por Rodriguez-Lafuente A. (2009) (tabla 2.2). El analisis por GC-FID se

realizo usando el método cromatografico previamente optimizado.
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Tabla 2.2. Condiciones utilizadas en los experimentos de
HS-SPME de acuerdo a lo reportado por Rodriguez-

Lafuente A.
Parametro Condiciones
HS : muestra 1:1
Velocidad de agitacion | 250 rpm
Temperatura 55°C
Tiempo de equilibrio | 10 min
Extraccion 10 min

ILIILIIL. Optimizacion del método de extraccion por HS-SPME

Con la finalidad de optimizar el método de extraccion por HS-SPME, se establecié un

disefio experimental de Plackett Burman.

combinacion ordenada de 7 variables a niveles altos y bajos.

Se plantearon 8 experimentos con la

En la tabla 2.3 se

representan las 7 variables con una letra mayuscula para el nivel alto y letra mintscula

para el nivel bajo.

Tabla 2.3. Matriz del disefio experimental de Plackett Burman utilizada en la optimizacién de la extraccion por HS-SPME
del aceite esencial de Thymus vulgaris.

) Experimentos
Variables

2 4 5 6 7 8
A% + + + + - - - -
B b* + + - + + + - -
C*, < + - + + + - + -
D, d” + + - + - - + +
Ee” + - + + - + - +
F £ + - - + + - - +
G*, gu + - - + - + + -
Resultados S t u v w X y z

“Letra maytscula: nivel alto
“Letra mintscula: nivel bajo

Signo (+) : Nivel alto

Signo (-) : Nivel bajo
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Las variables a evaluar fueron: relacion HS : Muestra (A = 1:1.33, a = 1:0.85), velocidad de
agitacion de muestra (B = 350 rpm, b = 250 rpm), distancia fibra-muestra (C= 6mm, c = 4
mm), tiempo de equilibrio (D = 20 min, d = 5 min) temperatura de extraccion (E = 70°C,
e= 55°C), tiempo de extraccién (F = 20 min, f = 5 min) y concentraciéon de polimero
presente en las NP (G =16.5 ug/mL, g =11.25 ug/mL). Todo se realizé por duplicado. Se
utilizé una solucién del aceite esencial de Thymus vulgaris a una concentracion final de

10 pg/mL en agua (con trazas de metanol y diclorometano).

La respuesta de cada una de las variables fue el area de los picos obtenidos con el
método cromatografico previamente optimizado. Para establecer el efecto de cada
variable sobre la respuesta, se obtuvieron las diferencias entre los promedios de las
respuestas de los niveles bajos y los altos de cada variable. Cuanto menor sea la

diferencia, menor serd la influencia de esa variable sobre la respuesta.

ILIV. Validacion para la cuantificacion del aceite esencial de Thymus vulgaris en NP

El método analitico para cuantificar los componentes del aceite esencial de Thymus
vulgaris se valido bajo los criterios para la validacion de métodos fisicoquimicos
expedidos por la comisiéon de control analitico y ampliacion de cobertura de la
Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058, 2011). Se determino linealidad, limite de
deteccidn, limite de cuantificacidon y precision para la validacién del sistema. Para

finalmente validar el método, se determind exactitud, precisiéon y robustez.
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ILIV.I. Validacion del sistema

Linealidad

La linealidad se determind por la construccion de una curva de calibracién con 5
niveles de concentraciones por triplicado. Se prepararon mezclas de los estandares
seleccionados en la proporcion previamente establecida. Los niveles de concentracion
total de los estandares fueron: 2, 3, 4, 5y 6 ug/mL. En todos los estandares se utilizo el

acetato de linalilo como estandar interno, a una concentracion de 0.01 pug/mL.

Los estandares se sometieron al procedimiento de extraccion previamente establecido.
Con los datos obtenidos se graficd la respuesta cromatografica (area) en funcion de la

concentracion y se realizo un analisis de regresion lineal.

Los criterios de linealidad determinados para la curva de calibracion fueron:
e Coeficiente de correlacion (r): para estimar la bondad con que se ajustan los
puntos experimentales en una linea recta. Entre mds cercano a 1 indica una
mayor correlacion lineal de la concentracion con la respuesta cromatografica.

El coeficiente de correlacion debe ser mayor a 0.99 (Secretaria de Salud,

CCAYAC-P-058, 2011).

e Coeficiente de determinacion (r2: es el cuadrado del coeficiente de

correlaciéon y nos indica la variacion de la respuesta cromatografica respecto
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a la variacion de la concentracion. El coeficiente de determinacién debe ser

mayor a 0.99 (Secretaria de Salud, CCAYAC-P-058, 2011).

Limite de deteccion

Para determinar el limite de deteccion del sistema se utilizaron los valores obtenidos en
la curva de calibracion. La pendiente y la ordenada al origen, se obtuvieron a partir del
analisis de regresion.

Primero, se estimaron los errores aleatorios en la direccién calculando el estadistico

Sy/x con la siguiente férmula:

’ (v —0 )2
Sy/x — Zl(}r’ll_zyl) (23)

Donde:

9= Valor de la respuesta calculada
yi = valor de la respuesta

n =numero de mediciones

Después, se determino la desviacion estandar de la ordenada al origen (Sa)

_ Lix}
Sa = S -0 (24)
Donde:

Sa = Desviacion estandar de la ordenada al origen
X=Media

x i= valor de cada medicién

n =numero de mediciones
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Para finalmente, estimar el limite de deteccion con la siguiente formula:

__3.3xSa

LD (2.5)

Donde:

LD = Limite de deteccién

Sa = Desviacion estandar de la ordenada al origen
m = Pendiente de la curva de calibracién

Limite de cuantificacion

Para determinar el limite de cuantificacion del sistema se utilizaron los valores
obtenidos en la curva de calibracion. La pendiente y la ordenada al origen, se

obtuvieron a partir del andlisis de regresion.

Primero, se estimaron los errores aleatorios en la direccion calculando el estadistico
Sy/x con la Formula 2.3. Después, se determino la desviacion estdndar de la ordenada
al origen (Sa) con la Férmula 2.4. Para finalmente, estimar el limite de cuantificacion

con la siguiente formula:

LQ = (2.6)

Donde:

LQ = Limite de cuantificacion

Sa = Desviacion estandar de la ordenada al origen
m = Pendiente de la curva de calibracién
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Precisién

Repetibilidad

La repetibilidad se determind usando 3 niveles de concentraciones por sextuplicado.
Se prepararon mezclas de los estandares seleccionados en la proporcién
previamente establecida. Los niveles de concentracion total de los estandares

fueron 2, 4, y 6 pg/mL, se analizaron el mismo dia y por la misma persona.

En todos los estandares se utiliz6 el acetato de linalilo como estandar interno, a una

concentracion de 0.01 ug/mL. Los estandares se sometieron al procedimiento de

extraccion previamente establecido.

Se calcularon los porcentajes de recuperacion por medio de la ecuacion de la recta

obtenida en la linealidad. Posteriormente, se calculé:

Media (%)

™M
28

d

(2.7)

>l
I

Donde:

X = Media

x i= valor de cada medicién
n = namero de mediciones
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Desviacion estandar (s)

_ (xi=x)?
s= %, nn (2.8)

Donde:

s = Desviacion estandar

X = Media

x i= valor de cada medicién
n =numero de mediciones

El coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa (CV o DER)

DER = 100s/% (2.9)

Donde:

DER = Desviacién estandar relativa
s = Desviacién estandar

X=Media

Precision Intermedia

La repetibilidad se determiné usando 3 niveles de concentraciones por sextuplicado.
Se prepararon mezclas de los estandares seleccionados en la proporcion previamente
establecida. Los niveles de concentracion total de los estandares fueron 2, 4, y 6
ug/mL, se analizaron por la misma persona el mismo dia, en 3 dias no consecutivos.
En todos los estandares se utilizo el acetato de linalilo como estandar interno, a una
concentracion de 0.01 pg/mL. Los estandares se sometieron al procedimiento de
extraccion previamente establecido. Se calcularon los porcentajes de recuperacion por

medio de la ecuacién de la recta obtenida en la linealidad. Posteriormente, se calculo:
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la media (X) con la Féormula 2.7, la desviacion estandar (s) con la Férmula 2.8, y el

coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa (CV o DER) con la Férmula 2.9.

ILIV.IL Validacién del método

Para la validacion del método con HS-SPME, se usaron muestras (NP cargadas con
aceite esencial de Thymus vulgaris) adicionadas con estdndares de los componentes del
aceite esencial en la proporcion previamente establecida. Se utilizaron diferentes

niveles de concentracidon de acuerdo a cada pardmetro evaluado.

Exactitud

La exactitud se determind usando 5 niveles de concentraciones por triplicado. Se
prepararon mezclas de los estandares, en la proporcion previamente establecida, a los
niveles de concentracion total de los estandares fueron 2, 3, 4, 5 y 6 ug/mL (en la
proporcion previamente establecida) y se adicionaron a la muestra. En todos los
estandares se utilizo el acetato de linalilo como estandar interno, a una concentracién
de 0.01 pg/mL. Los estandares se sometieron al procedimiento de extraccion

previamente establecido.

Posteriormente, se calculd el porcentaje de recobro (%R):

Ca—-CU
CA

%R = ( ) 100 (2.10)

Donde:

Ca = concentracion del analito medida en la muestra adicionada
CU = concentracién del analito medida en la muestra sin adicionar
CA = concentracién del analito afiadido
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Selectividad

Se determind la selectividad por medio del efecto que la matriz ejerce sobre las sefales
cromatograficas de los compuestos analizados. Para ello, se analizaron muestras del
aceite esencial de Thymus vulgaris en ausencia y en presencia de la e-policaprolactona a
dos concentraciones con HS-SPME por GC. Se dice que el método es selectivo para un
compuesto o varios cuando su sefial no se ve afectada por interferencias, en este caso

fue la matriz.

Precisiéon

Repetibilidad

La repetibilidad se determino usando 3 niveles de concentraciones por sextuplicado.
Se prepararon mezclas de los estdndares seleccionados en la proporcidon
previamente establecida. Los niveles de concentracion total de los estandares fueron
2,4,y 6 pg/mL, los cuales fueron adicionados a la muestra. Se analizaron el mismo
dia y por la misma persona. En todos los estandares se utiliz6 el acetato de linalilo
como estandar interno, a una concentracion de 0.01 pg/mL. Las muestras

adicionadas se sometieron al procedimiento de extraccion previamente establecido.

Se calcularon los porcentajes de recuperacion de acuerdo a la Formula 2.10.
Posteriormente, se calculd: la media (X) con la Férmula 2.7, la desviacion estandar
(s) con la Formula 2.8, y el coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa

(CV o DER) con la Formula 2.9.
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Precision Intermedia

La repetibilidad se determiné usando 3 niveles de concentraciones por sextuplicado.
Se prepararon mezclas de los estdndares seleccionados en la proporciéon
previamente establecida. Los niveles de concentracion total de los estandares
fueron 2, 4, y 6 ug/mL, los cuales se adicionaron a la muestra. Se analizaron por la
misma persona el mismo dia, en 3 dias no consecutivos. En todos los estdndares se
utilizé el acetato de linalilo como estandar interno, a una concentracion de 0.01
ug/mL. Los estdndares se sometieron al procedimiento de extracciéon previamente
establecido. Se calcularon los porcentajes de recuperacion de acuerdo a la Formula
2.10. Posteriormente, se calculd: la media (X) con la Formula 2.7, la desviacion
estandar (s) con la Formula 2.8, y el coeficiente de variacion o desviacion estandar

relativa (CV o DER) con la Férmula 2.9

Robustez

Para evaluar que tan robusto era el método por HS-SPME desarrollado, se establecio un
disefio experimental de Plackett Burman, planteando 8 experimentos con la
combinacion ordenada de 7 variables a niveles altos y bajos. En la tabla 2.4 se
representan las 7 variables con una letra mayuscula para el nivel alto y letra mintscula

para el nivel bajo.
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Tabla.2.4. Matriz del disefio experimental de Plackett Burman utilizada para evaluar la Robustez del método con HS-SPME

desarrollado para la cuantificacion de componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.

Variables Experimentos

1 4 5 p - 5
A’a” + + _ - - -
B' b* _ " . : : :
C e _ " . - : :
D,d” - + N N " -
E e _ - " - - -
F + _ - N " .
G.g" + - - - - -
Resultados s v w N y .

*Letra mayuscula: nivel alto
“Letra mintiscula: nivel bajo

Signo (+): Nivel alto
Signo (-): Nivel bajo

Las variables a evaluar fueron: temperatura de HS-SPME (A= 71°C, a= 69°C),

concentracion de polimero (B= 12 ug/mL, b= 11 ug/mL), superficie del HS cubierta (C=

100%, c= 75%), volumen de muestra en el vial de 7mL (D= 3.005 mL, d= 2.995 mL),

distancia de la fibra sobre la muestra (E= 7 mm, e= 5 mm) tiempo de extracciéon (F=10.2

min, f= 9.4 min) y tiempo de equilibrio (G= 10.2 min, g= 9.4 min). Cada experimento se

realizo por duplicado, a una concentracion de 4 pug/mL de la mezcla de estdndares

adicionado a la muestra.

La respuesta de cada una de las variables fue el drea de los picos cromatograficos

obtenidos con el programa de temperatura previamente optimizado. Para establecer el

efecto de cada variable sobre la respuesta, se obtuvieron las diferencias entre los

promedios de los niveles bajos y los altos de cada variable.

Cuanto menor sea la
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diferencia, menor sera la influencia de esa variable sobre la respuesta. Si cualquiera de
estas diferencias entre los promedios de los subgrupos de cada variable es mayor que

2'%s, entonces esa variable tendra una influencia significativa sobre el método.

I1.V. Obtencidn, optimizacion y caracterizacion de las NP

Las NP se obtuvieron por la técnica de Nanoprecipitacion. Se incorporé la fase
organica que contenia el acetona (5 mL), la e-policaprolactona (10-20 mg) y el aceite
esencial de Thymus vulgaris (10-20 mg), a una fase acuosa (20 mL) con Tween®80 al 3%
(p/p), con agitacion constante (700 rpm). Una vez formadas las NP la formulacién tomé
un color blanco-azulado. Posteriormente, se elimin6é el solvente organico por
evaporacion a presion reducida obteniendo finalmente las NP purificadas. En la figura

2.2 se muestra la técnica de nanoprecipitacion utilizada en la obtencion de NP.

Fase
organica 41

Fase

acuoA

Nanosuspencion

Preudoemulsion Evaporaciona

\J Aceite esencial

S

K‘ ’/’> A Solvente orginico
\\

presidn reducida con Nanoparticulas

(@] S Polimero

4

Fig.2.2. Técnica de Nanoprecipitacion para la obtencién de NP cargadas con el aceite esencial de Thymus
vulgaris.
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IL.V.I Optimizacion de la técnica de nanoprecipitacion

Optimizacion de la formulacion de NP

Con el fin de optimizar la técnica de nanoprecipitacion para la obtencion de NP
cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris, se modificaron dos variables en las
formulaciones: la cantidad de aceite esencial de Thymus vulgaris (10, 15 y 20 mg) con 15
mg de e-policaprolactona , y la cantidad de e-policaprolactona (10, 15 y 20 mg) con 15
mg de aceite esencial. Para seleccionar la mejor formulacion de NP se evalud el tamano

de particula y su variabilidad (desviacion estandar).

Técnicas de purificacién para la eliminacion del solvente

Originalmente después de obtener las NP, la acetona se elimina utilizando la
evaporacion a presion reducida. Sin embargo al tratarse de la encapsulacion de un
aceite esencial con componentes voldtiles, se evaluo la didlisis como una técnica
alternativa para eliminar acetona. Para ambos métodos se realizé un seguimiento de la

acetona presente en las formulaciones de NP durante el proceso de purificacion.

Para la purificacion por evaporacion a presion reducida, la formulacién de NP se colocd
en un matraz bola en un rotavapor Laborota. Se mantuvo a 37°C con una presion de

600 psi. El seguimiento de la acetona se realiz6 cada minuto durando 10 minutos.

En el caso de la purificacion por didlisis, se utilizO una membrana de celulosa

regenerada. La formulacion de NP se colocd y se dejé en agitacion a 25°C. El
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seguimiento de la acetona se realiz6 cada hora. Para cuantificar la acetona presente en

las formulaciones de NP, fue necesario desarrollar un método por GC-FID.

II.V.II. Caracterizacion de NP

Tamano de particula y potencial Z

A las NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris se les midio el tamano y el
potencial Z por espectroscopia de correlacion fotonica con un Nanosizer Malvern de la

Facultad de Ciencias Bioldgicas (UANL).

Estabilidad

Las formulaciones de NP se colocaron en frascos ambar a 25 °C protegido de la luz
durante 2 meses. Se determin¢ el tamano de particula y el indice de polidispersidad
cada 15 dias. Ademads, se evalud la apariencia fisica de las formulaciones de NP

verificando la ausencia de agregados y sedimentos.

Contenido de aceite esencial de Thymus vulgaris en NP

Las NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris se centrifugaron a 25,000 rpm
durante 2 horas en una Ultracentrifuga Allegra™, obteniendo una pastilla y un
sobrenadante. La pastilla se disolvié en 100 uL de acetona y se diluyé en agua
analizandola por el método validado con HS-SPME por GC. El sobrenadante también

fue analizado por el método validado con HS-SPME por GC.
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Posteriormente se calcularon los porcentajes

encapsulacion con las siguientes formulas:

At—Ap
%E = (o) * 100
Donde:
%E = Porcentaje de encapsulacion
A+ =Gramos de aceite esencial total
An=Gramos de aceite esencial no encapsulado
P = Gramos de polimero
At—A
%EE = (“) + 100
t

Donde:

%EE = Porcentaje de la eficiencia de encapsulacion
A+ = Gramos de aceite esencial total

An = Gramos de aceite esencial no encapsulado

de encapsulacion y eficiencia de

2.11

2.12

II.VI. Obtencion de una Nanoemulsion del aceite esencial de Thymus vulgaris

Con el fin de comparar la estabilidad de las NP con una formulacion sin la influencia de

polimero, se prepard una nanoemulsion (NE) adicionando 15 mg de aceite esencial de

Thymus vulgaris a 20 mL de Tween 80® al 3% (p/v) con agitaciéon de 700 rpm. Se

determind su tamano y potencial Z por espectroscopia de correlacion fotdnica.

Posteriormente, se determind su estabilidad, manteniéndola protegida de la luz a

temperatura ambiente, durante 2 meses. Se evalud el tamafo de particula e indice de

polidispersidad.
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CAPITULO III

RESULTADOS

ILII. Obtencion y caracterizacidn quimica y fisica del aceite esencial de Thymus

vulgaris

La obtencion del aceite esencial de Thymus vulgaris se realizd por hidrodestilacion en un

equipo Clavenger modificado.

Se obtuvieron 3.3 g del aceite esencial, lo cual representa un porcentaje de rendimiento

del 0.52% (p/p).

Para obtener una mejor separacion de las sefiales cromatograficas del aceite esencial de
Thymus vulgaris se optimiz6 un método de GC-FID por inyeccion directa. En la tabla 3.1

se muestran los diferentes programas de temperatura probados.

En base a la resolucion de los picos cromatograficos, se establecio el programa 9 como
el mejor programa de temperatura. De forma paralela, se detectaron e identificaron 17

componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris por CG-MS.
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Tabla.3.1 Optimizacién del programa de temperatura por CG-FID (inyeccidn directa) para la caracterizacién quimica del

aceite esencial de Thymus vulgaris

Programa de
temperatura

Condiciones

Inicié a 50 °C, se aument6 a 120 °C (a 6 °C/min) se
mantuvo 1 min, se elevd a 280 °C (a25 °C/min) se
mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumento a 116 °C (6 °C/min) se mantuvo
1 min, se elevo a 125 °C (3 °C/min) se mantuvo 1min, se
elevo a 280 °C (30 °C/min) se mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumentod a 116 °C (6 °C/min) se mantuvo
3 min, se elevd a 125 °C (3 °C/min) se mantuvo 1 min, se
elevo a 280 °C (30 °C/min) se mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumento a 120 °C (6 °C/min) se mantuvo
6 min, se elevd a 280 °C (28 °C/min) se mantuvo 1 min.

Inici6 a 50 °C, se aumento a 116 °C (6 °C/min) se mantuvo
6min, se elevé a 125 °C (3 °C/min) se mantuvo 1min, se
elevo a 280 °C (35 °C/min) se mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumentd a 116°C (6°C/min) se mantuvo 3
min, se elevd a 120 °C (1 °C/min) se mantuvo 1 min, se
elevd a 280 °C (45 °C/min) se mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumentd a 116 °C (6 °C/min), se elevo a
120 °C (1 °C/min), se elevo a 280 °C (45 °C/min) se
mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumenté a 117 °C (6 °C/min) se mantuvo
1 min, se elevo a 119 °C (0.5 °C/min), se elevd a 280 °C (45
°C/min) se mantuvo 1 min.

Inicié a 50 °C, se aumento a 117 °C (6 °C/min) se mantuvo
3 min, se elevd a 119 °C (0.5 °C/min), se elevé a 280 °C (45
°C/min) se mantuvo 1 min.

A partir del cromatograma del aceite obtenido por GC-FID se determinaron las areas de

17 picos cromatograficos de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris

(Figura 3.1).
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Posteriormente, se calcul6 el contenido porcentual de cada uno de los componentes del
aceite esencial de Thymus vulgaris (Tabla 3.2). Los componentes mayoritarios fueron
timol, o-cimeno y y-terpineno, con un 34%, 32% y 13% respectivamente. Asi también,
se determind que el aceite esencial de Thymus vulgaris estd compuesto en su mayoria
por monoterpenos alifaticos (51.81%), monterpenos oxigenados (47.61%) vy
sesquiterpenos alifaticos (0.85%). En la tabla 3.2 se presenta el contenido porcentual y

el tipo de compuesto del aceite esencial de Thymus vulgaris.

Tabla 3.2 Componentes identificados del aceite esencial de Thymus vulgaris, contenido porcentual y tipo
de compuesto por GC-MS y GC-FID.

# Compuesto Contenido porcentual (%) Tipo de compuesto

1 a- tujeno 0.99 Monoterpeno alifatico
2 a- pineno 1.07 Monoterpeno alifatico
3 camfeno 1.45 Monoterpeno alifatico
4 sabineno 0.24 Monoterpeno alifatico
5 3- octenol 0.57 Alcohol

6 mirceno 1.75 Monoterpeno alifatico
7 a- terpineno 1.32 Monoterpeno alifatico
8 o- cimeno 31.78 Monoterpeno alifatico
9 Y-terpineno 13.22 Monoterpeno alifatico
10 linalool 4.40 Monoterpeno oxigenado
11 Camfor 1.67 Monoterpeno oxigenado
12 borneol 3.12 Monoterpeno oxigenado
13 4- terpinenol 1.14 Monoterpeno oxigenado
14 | carvacrol metil éter 1.04 Monoterpeno oxigenado
15 Timol 34.28 Monoterpeno oxigenado
16 carvacrol 1.97 Monoterpeno oxigenado
17 e-cariofileno 0.86 Sesquiterpeno alifatico
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Para el seguimiento del aceite esencial de Thymus vulgaris en las formulaciones de NP,
se eligieron el y-terpineno, el timol y el carvacrol. En base al area de las senales
cromatograficas de los 3 compuestos, se establecié que el y-terpineno, el timol y el

carvacrol estan en una proporcion de 26:70:4, respectivamente.

Para seleccionar el estandar interno se analizaron seis terpenos con el programa 9
(Tabla 3.1) en la figura 3.2 se presenta el cromatograma de los cinco compuestos. En
base al tiempo de retencidn y a la resolucion se selecciond el acetato de linalilo como

estandar interno.
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Fig. 3.2 Cromatograma de los compuestos probados para la eleccion del estandar interno en diclorometano (1 mg/mL).
Compuestos: acetato de linalilo (1), mirceno (2), eucaliptol (3), mentol (4), y limoneno (5).

La caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus vulgaris se realiz6 de acuerdo a la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. Se determino el indice de refraccion, la

actividad oOptica y la densidad relativa.
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En base a las caracteristicas fisicoquimicas del anetol descritas en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos, se establecié como control de las determinaciones fisicas.
En la tabla 3.3 se muestran los valores obtenidos en la caracterizacion fisica del anetol

(control) y el aceite esencial de Thymus vulgaris.

Tabla 3.3 Caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus vulgaris y del anetol segtin la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos.

Prueba Anetola Anetol® Aceite esencial®

Rotacién Optica
(X +'s; n=6)

-015°y+0.15° +0.15 ° + 6.32x10-%4 -0.084 + 5.16x10-%4

Densidad Relativa
(X +s,n=3)

0.983 - 0.988 g/cm? | 0.988 + 5.02x10%* g/cm? | 0.934 = 9.98x10% g/cm?

Indice de Refraccion | = 557 1 561 1.561 + 4x10° 1.559 + 4x103

(X +s,n=3)

2 Valores establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.
bValores obtenidos experimentalmente.

IILIII. Desarrollo del método con Microextraccion en fase s6lida en modo headspace

(HS-SPME) por cromatografia de gases (GC-FID)

Para cuantificar el y-terpineno, el timol y el carvacrol en las formulaciones de NP
cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris, se desarrollé un método analitico de
GC con HS-SPME. Con el fin de seleccionar la fibra que permitiera por un lado, la
mejor extraccion de los tres componentes seleccionados de manera reproducible y, por
el otro lado mantener su proporcion (26:70:4), se probaron cuatro fibras con
caracteristicas diferentes. En la Figura 3.3 se muestran los cromatogramas obtenidos al

analizar la solucién de estandares a una concentracion total de 10 ug/mL con las cuatro
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fibras utilizando las condiciones de SPME mostradas en la Tabla 2.2 y con el método

cromatografico establecido previamente.

y-terpanenc
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Acetato de Linalil
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Fig. 3.3 Cromatogramas de los estandares a una concentracion total de 10 pug/mL con las cuatro fibras de SPME por
GC-FID.

Con la finalidad de determinar la variabilidad de la extracciéon de las fibras, se
obtuvieron las 4reas de los picos cromatograficos de cada estandar con las cuatro fibras.
En la Figura 3.4 se muestran las areas del y-terpineno, timol y carvacrol obtenidas con

las cuatro fibras con HS-SPME por GC-FID.
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Fig.3.4 Comparacion de las areas de los tres estandares (concentracion total de 10 ug/mL) obtenidas con las
fibras de SPME evaluadas por GC-FID (X + s; n=3).

En base a la mejor extraccion de los 3 componentes con la menor variabilidad en los
resultados, se seleccion¢ la fibra de poliacrilato (PA) como fibra de extracciéon para los

experimentos con el aceite esencial de Thymus vulgaris.

Con la finalidad de optimizar el método de extraccion por HS-SPME, se establecié un
disefio experimental de Plackett Burman. En la Tabla 3.4 se representan las 7 variables

en sus niveles altos y bajos.
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Tabla 3.4 Variables evaluadas en sus niveles altos y bajos para la optimizacién del método de extraccién con la fibra de
PA para la HS-SPME

Variable Nivel bajo | Nivel alto
HS:Muestra 1:0.85 1:1.33
Velocidad de agitacion 250 rpm 350 rpm
Distancia fibra-muestra 4 mm 6 mm
Tiempo de equilibrio 5 min 20 min
Temperatura de extraccion 55°C 70 °C
Tiempo de extraccion 5 min 20 min
Concentracion de polimero (NP blanco) | 11.25 pg/mL | 16.5 pg/mL

La respuesta de cada una de las variables fue el 4rea de los picos cromatograficos

obtenidos con el método cromatografico optimizado previamente. Para establecer el

efecto de cada variable sobre la respuesta, se obtuvieron las diferencias entre los

promedios de los niveles bajos y los altos de cada variable y se representan en la figura

3.5.
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Fig 3.5. Diferencias de areas entre los niveles altos y bajos de las variables en la optimizacién de la técnica de HS-SPME

con aceite esencial de Thymus vulgaris (10 ug/mL) y la fibra de poliacrilato (n=2). NP blanco = NP sin aceite esencial.
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Considerando que cuanto menor sea la diferencia, menor serd la influencia de esa
variable sobre la respuesta; las condiciones 6ptimas en la extraccion del y-terpineno,
timol y carvacrol a partir del aceite esencial de Tymus vulgaris con HP-SPME se

muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Condiciones de extracciéon dptimas para la extraccion
de y-terpineno, timol y carvacrol a partir del aceite esencial de
Tymus vulgaris con HS-SPME por CG.

Variable Condicion 6ptima
HS : Muestra 1:1.33
Velocidad de agitacion 250 rpm
Distancia fibra-muestra 6 mm
Tiempo de equilibrio 10 min
Temperatura de extraccién 70°C
Tiempo de extraccion 10 min
Concentracion de polimero 11.25 pg/mL

ITII.IV. Validacidon para la cuantificacion del aceite esencial de Thymus vulgaris en NP

El método analitico para cuantificar los componentes del aceite esencial de Thymus

vulgaris se valido bajo los criterios de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058).
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Para validad el sistema se determind linealidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion y precision (repetibilidad y precision intermedia). En la tabla 3.6 se

muestran los resultados obtenidos de los parametros evaluados.

Tabla 3.6 Valores obtenidos de los parametros evaluados en la validacion del sistema para la cuantificacion de
los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris con HS-SPME por GC-FID

Parafnetlzol de Y- Timol Carvacrol Referencia
validacion terpineno
Linealidad 0.98 0.99 0.99 r>0.99*
L.D. 0.69ppm 0.40ppm | 0.39ppm --
L < nivel inferior
L.Q. 2.11ppm 1.22ppm | 1.20ppm estimado en la
linealidad*
Repetibilidad o o o
(DER) 20.23% 4.18% 4.42%
Precision DER<15%**
intermedia 16.16% 5.36% 5.22%
(D.E.R))

*Secretaria de Salud, CCAYAC-P-058, 2011
** Jimenez C., et al., 2002

Para la validacién del método con HS-SPME, se usaron muestras (NP cargadas con
aceite esencial de Thymus vulgaris) adicionadas con estandares de y-terpineno, timol y

carvacrol en una proporcion de 26:70:4.

Se determind exactitud, selectividad, precision y robustez, de acuerdo a la Secretaria de

Salud (CCAYAC-P-058). En la tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos de los

parametros evaluados para la validacion del método.
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Tabla 3.7 Valores obtenidos de los parametros evaluados en la validacién del método para la cuantificacion de los
componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris con HS-SPME por GC-FID.

Parametro de validacion Y- Timol Carvacrol Referencia
terpineno
Exactitud (%R) 99.35 109.40 98.84 70-110%2
Repetibilidad (D.E.R.) 7.02 10.33 8.60
Precision intermedia DER<15%®
10.60 10.60 10.99
(D.E.R.)
N El método es select.lvo para.los Depende de la
Selectividad componentes del aceite esencial de .
. exactitud
Thymus vulgaris
Temperatura . . .
de HS-SPME St St St
Concellntrac:lon No No si
de polimero
Superficie del . . .
HS cubierta S S S
Volumen de
muestra en un No No Si Diferencias entre niveles
Robustez . .
vial de 7mL altos y bajos¢
Distancia de
la fibra sobre Si Si Si
la muestra
Tiempo de No No Si
extraccion
Tiempo de Si Si Si
equilibrio
aAOAC, 2002

bJimenez C., ef al., 2002

¢Los valores y las diferencias de las dreas se encuentran en el Anexo A

dSi = afecta significativamente
¢No = no afecta significativamente

II1.V. Obtencidn, optimizacidon y caracterizacion de las NP

Con el fin de optimizar la obtenciéon de NP por la técnica de nanoprecipitacion se

modificaron dos variables:
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a) Cantidad de polimero (e-policaprolactona) en la fase organica. Los resultados

obtenidos se observan en la figura 3.6.

Tamano de NP (nm)
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Fig.3.6 Efecto de la cantidad de polimero sobre el tamafio de las nanoparticulas preparadas por
nanoprecipitacion (Fase organica: 5 mL de acetona, X mg de poli e-caprolactona; Fase acuosa: 20

mL de Tween 80® al 3% (p/v) (X £ s; n=3).

b) Cantidad de aceite esencial de Thymus wvulgaris en la fase organica. Los

resultados obtenidos se observan en la figura 3.7.
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Fig.3.7 Efecto de la cantidad de aceite esencial de Thymus vulgaris sobre el tamafio de las
nanoparticulas preparadas por nanoprecipitacion (Fase organica: 5 mL de acetona, 15 mg de poli e-
caprolactona, X mg de aceite esencial de Thymus vulgaris ; Fase acuosa: 20 mL de Tween 80® al 3%

(p/v) (X +s; n=3).
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La formulacion de NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris que presentd
mejor rendimiento de NP (ausencia de polimero precipitado y de aceite esencial libre en
la superficie) y menor variacion fue aquella con 15 mg de e-policaprolactona y 15 mg de
aceite esencial de Thymus vulgaris. Las NP presentaron un tamano de particula de 183 +

2.5 nm y un indice de polidispersidad de 0.142 + 0.02.

Después de obtener las NP fue necesario eliminar la acetona de las formulaciones. Se
evaluaron dos técnicas de purificacién: la evaporacion a presion reducida y la didlisis.
Para ambos métodos se realiz6 un seguimiento de la pérdida de acetona presente en las
formulaciones de NP. Las formulaciones de NP cargadas con aceite esencial de Thymus
vulgaris purificadas por las dos técnicas y la nanoemulsion fueron caracterizadas. En la
tabla 3.8 se muestran el tamano de particula y potencial Z de las NP cargadas con aceite
esencial de Thymus wvulgaris purificadas y de la nanoemulsién, obtenidos por

espectroscopia de correlacion fotdnica.

Tabla 3.8 Valores obtenidos del tamario de particula y potencial Z
de nanoparticulas con aceite esencial de Thymus vulgaris purificadas
y de la nanoemulsién (% + s; n=3).

Formulacion | Tamano de NP (nm) | Potencial Z

NP epr? 143.53 +9.4 -4.99 +0.26
NP db 117.23+04 -8.69+1.45
NEe 130.8 +12.06 -8.78 £ 0.61

aNP epr: nanoparticulas poliméricas purificadas por evaporacion a presion reducida
> NP d: nanoparticulas poliméricas purificadas por didlisis
¢NE: nanoemulsién



Resultados

La estabilidad de las formulaciones de NP con el aceite esencial de Thymus vulgaris

purificadas por evaporacion a presion reducida y por didlisis se determind midiendo el

tamanio de particula (Figura 3.8), el indice de polidispersidad (Figura 3.9) y la

apariencia fisica de la formulacion durante 2 meses.
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Fig.3.8 Evaluacién del tamario de particula con aceite esencial de Thymus vulgaris purificadas
por evaporacion a presion reducida (NPepr), por didlisis (NPd) y la nanoemulsién (NE)

durante 8 semanas. (X + s; n=3).

0.9
= 0.8
]

T 0.7

£

f‘é 0.6

T 05

204

U

< 0.3

g

;.:.:; 0.2

= 0.1
0

Ll
1)

Al

3 4 5

Tiempo (semanas)

® NPepr + NPd eNE

Fig.3.9 Evaluacion del indice de polidispersidad de la formulaciéon de NP con aceite esencial
de Thymus vulgaris purificadas por evaporacion a presion reducida (NPepr), por dialisis
(NPd) y la nanoemulsién (NE) durante 8 semanas. (¥ + s; n=3).
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En la figura 3.10 se presentan las curvas de distribucion del tamafio de las NP con el

aceite esencial de Thymus vulgaris purificadas por evaporacion a presion reducida

obtenidas inicialmente y después de dos meses.

Fig. 3.10 Curvas de distribucién de tamafio de nanoparticulas con aceite esencial de
Thymus vulgaris purificadas por evaporacién a presion reducida. (a) a 0 meses, (b)

después de 2 meses.

En la figura 3.11 se presentan las curvas de distribucion del tamano de las NP con el

aceite esencial de Thymus vulgaris purificadas por didlisis obtenidas inicialmente y

después de dos meses.

Fig. 3.11 Curvas de distribucién de tamafio de nanoparticulas con aceite esencial de
Thymus vulgaris purificadas por didlisis. (a) a 0 meses, (b) después de 2 meses.
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En la figura 3.12 se presentan las curvas de distribucion del tamano de particula de la

nanoemulsion obtenidas inicialmente y después de dos meses.

Intensidad (%]

Qg2 ccsssaaaaasaaas FEEEEEE TR E TP EEREE

1 0000
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Fig. 3.12 Curvas de distribucién de tamafio de particula de la nanoemulsién con aceite
esencial de Thymus vulgaris purificadas por evaporacion a presién reducida. (a) a 0 meses,
(b) después de 2 meses.

Respecto a la apariencia fisica, ninguna de las formulaciones presentd agregados,

precipitados y/o sedimentos durante los dos meses.

En la tabla 3.9 se muestran los porcentajes de encapsulacion y eficiencia de
encapsulacion para las NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris

purificadas por evaporacion a presion reducida y por didlisis.
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Tabla 3.9 Porcentajes de encapsulacion y eficiencia de encapsulacién del aceite esencial de Thymus vulgaris en las
formulaciénes de nanoparticulas poliméricas purificadas por evaporacion a presion reducida y por dialisis. (¥ + s; n=3).

%Encapsulacion %Eficiencia de encapsulacion
Formulacion
y-terpineno Timol Carvacrol | y-terpineno Timol Carvacrol
NP epr? 20.48 +0.01|39.92 £ 0.38 | 3.26 + 0.32| 25.80 + 0.01 | 67.87 + 0.65 | 3.40 + 0.33
NP db 20.51+0.37|39.73 £0.16 | 3.36 + 0.01 | 25.85 + 0.47 | 67.55 + 0.28 | 3.49 + 0.01

aNP epr- nanoparticulas poliméricas purificadas por evaporacion a presion reducida
®NP d- nanoparticulas poliméricas purificadas por didlisis
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CAPITULO IV

DISCUSION

IV.I. Obtencion y caracterizacidn quimica y fisica del aceite esencial de Thymus

vulgaris

El aceite esencial de Thymus vulgaris se obtuvo por hidrodestilacion a partir de la planta
seca. El porcentaje de recuperacion del aceite fue del 0.52%, lo cual concuerda con lo
reportado por Dominguez X. (1985) donde se menciona que la obtencion de los aceites

esenciales a partir de plantas puede variar de milésimas hasta 1%.

Para la caracterizacion quimica, se partié del método de GC-FID previamente utilizado
para el andlisis del aceite esencial de Thymus vulgaris (Guerra-Boone L., 2011). Con el
fin de mejorar la resolucion de los picos cromatograficos, se plantearon las
modificaciones establecidas en la Tabla 3.1. Se analizaron los cromatogramas y se
selecciond el programa 9 de dicha tabla ya que permitié que todos los componentes

aparecieran con tiempos de retencidon diferentes y no solapados (Figura 3.1).

Una vez obtenido el cromatograma del aceite esencial de Thymus vulgaris por GC-FID

(inyeccion directa), se compard con el cromatograma obtenido por GC-MS. En esta
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etapa, la identificacion de los componentes se llevo a cabo en base a la biblioteca NIST,
al indice de Kovats, al indice aritmético y a los datos de referencia (Adams R., et al.,

2001).

En el cromatograma de la figura 3.1 se muestran los 17 compuestos identificados. La
composicion del aceite esencial de Thymus vulgaris (Tabla 3.2), concuerda con lo
reportado por Guerra-Boone L. (2011). Posteriormente, se calcularon las dreas totales y
el contenido porcentual de cada uno de los componentes del aceite esencial de Thymus
vulgaris, observando que el timol, el o-cimeno y el y-terpineno fueron los componentes
mayoritarios con un contenido porcentual del 34%, 31% y 13%, respectivamente. Estos
resultados concuerdan con los reportado para el Thymus vulgaris de Turquia, donde

encontraron que el componente mayoritario fue el timol (Ozcan, et al., 2004).

Sin embargo, en estudios previos se menciona a otros compuestos como los
mayoritarios. Tal es el caso de lo reportado por Guerra-Boone L. (2011) donde se
menciona al o-cimeno como componente mayoritario o lo reportado para el Thymus
vulgaris de Marruecos, en el cual se encontré que el componente mayoritario fue el
alcanfor (Imelouane B., et al., 2009). Esta diferencia puede ser atribuida al afio de la

colecta, a la region y/o al clima donde crece la planta (Dominguez X., 1985).

Asi también, se determiné que el aceite esencial de Thymus vulgaris estd compuesto en

su mayoria por monoterpenos alifaticos (51.81%), monterpenos oxigenados (47.61%) y
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sesquiterpenos alifaticos (0.85%). A los monoterpenos alifaticos y oxigenados presentes
en el aceite esencial de Thymus vulgaris (i.e timol y carvacrol), se les han conferido
propiedades antimicrobianas (Imelouane B., et al., 2009), antifingica (Bhaskara-Reddy

M.V, et al., 1998) y antioxidante (Seung-Joo L., et al., 2004).

Se eligi6 el y-terpineno, el timol y el carvacrol como analitos para ser monitoreados en
las formulaciones de NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris, en base a su
contenido porcentual y actividad bioldgica. Cabe mencionar que, a pesar de que el o-
cimeno fue uno de los componentes mayoritarios, no se eligié debido a su elevada
volatilidad. Dicha caracteristica podria acarrear una mayor variabilidad en los ensayos

con la HS-SPME.

Con la finalidad de seleccionar un compuesto como estdndar interno, se evaluaron 5
terpenos con el método cromatografico de GC establecido previamente. De acuerdo al
cromatograma de la Figura 3.2, se establecio al acetato de linalilo como estandar interno
debido a que su tiempo de retencion fue diferente a los 17 componentes del aceite

esencial de Thymus vulgaris, y no causo interferencia durante el andlisis.

Con el propdsito de realizar la caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus
vulgaris se evaluo el indice de refraccidn, la densidad relativa y la actividad optica.
Estos parametros son importantes en la caracterizacion de los aceites esenciales ya que

brindan informacion respecto al tipo de moléculas que lo componen (Dominguez X.
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1985). Ademas, el indice de refraccion y la rotaciéon Optica son parametros
indispensables en las fichas de control de calidad de los aceites esenciales comerciales

(Biolandes P00628117000).

Previo a la caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus vulgaris, se selecciond al
anetol como control de acuerdo a: su similitud fisicoquimica (i.e solubilidad,
volatilidad) con los componentes del aceite esencial y a que sus propiedades fisicas y
quimicas ya estaban reportadas en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(2010). En la tabla 3.3, se observa que los valores obtenidos experimentalmente para el
anetol son muy cercanos a los reportados en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos. Esta concordancia permitid caracterizar al aceite esencial de Thymus

vulgaris de forma confiable.

Dominguez X. (1985) report6é que un indice de refracciéon mayor a 1.47 y una densidad
relativa mayor a 0.9, indica que el aceite esencial contiene compuestos alifaticos y/o
aromaticos oxigenados. En la tabla 3.3, se presentan los valores obtenidos en la
caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus vulgaris, donde se observa un indice
de refraccion de 1.559 + 4x10° y una densidad relativa de 0.934 + 9.9x10% g/cm?®. Estos
valores coinciden con lo esperado segun la tabla 3.2, donde se muestra que mas del 99%
de los compuestos del aceite esencial son monoterpenos (oxigenados y alifaticos) y

sesquiterpenos alifaticos.
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Sin embargo, el valor del indice de refraccion del aceite esencial de Thymus vulgaris de
este estudio difiere al reportado por Damiani N. y cols. (2009) para el aceite esencial de
Thymus vulgaris argentino (indice de refraccion de 1.496), esta diferencia puede ser

atribuida al origen geografico de la planta.

Por otra parte, Soto E.A. y cols. (2006) reportaron una densidad relativa de 0.939 para el
aceite esencial de Thymus vulgaris, cuyos componentes principales fueron el borneol y el

timol, valor muy cercano al obtenido en este estudio (0.934).

A pesar de que Dominguez X. (1985) menciond que la rotacion dptica no brinda mucha
informacién acerca de los componentes de los aceites esenciales, actualmente, es una
evaluacion indispensable en el control de calidad para aceites esenciales en el area

industrial (Biolandes).

IV.I1. Desarrollo del método de Microextraccion en fase sélida en modo headspace

(HS-SPME) por cromatografia de gases (GC-FID)

Con el propdsito de cuantificar el y-terpineno, el timol y el carvacrol del aceite esencial
de Thymus vulgaris encapsulado en las formulaciones de NP, se optimizo y validé un
método de HS-SPME por GC. Se seleccion6 el modo de hedspace (HS) debido a la alta
selectividad que presenta esta técnica para el andlisis de compuestos volatiles y

semivolatiles como es el caso de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.
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Ademas, como la fibra no tiene contacto directo con las NP, se reducen los efectos de
matriz causados por el polimero y el tensoactivo presente en las formulaciones y al

mismo tiempo, se aumenta el tiempo de vida de las fibras de SPME.

El desarrollo del método con microextraccion en fase solida en modo HS se llevo a cabo
en dos etapas: la primera consistio en la seleccion de la fibra mas adecuada para la
extraccion del y-terpineno, el timol y el carvacrol y la segunda etapa, en la optimizacion
de la extraccion de estos tres compuestos usando un disefio de experimentos de

Plackett Burman.

Una adecuada eleccion de la fibra o fase de extraccion es fundamental en un método de
SPME. Con el fin de seleccionar la fibra que permitiera la mejor extraccion del y-
terpineno, el timol y el carvacrol de manera selectiva y reproducible, se evaluaron
cuatro fibras con polaridad diferente. En la figura 3.4 se presentan las areas del y-
terpineno, del timol y del carvacrol obtenidas para cada una de las fibras de SPME
evaluadas. Se puede observar que las cuatro fibras de SPME si extraen a los
componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris. Sin embargo, cada componente del
aceite esencial de Thymus vulgaris muestra un comportamiento diferente con cada una
de las fibras. La selectividad de la fibra depende principalmente de la volatilidad, la

polaridad y el peso molecular del compuesto (Pawliszyn, 1997).
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La fibra de DVB/CAR/PDMS extrajo mejor al y-terpineno, componente mas volatil y no
polar de los tres. Esta fibra mixta tiene una combinacion de recubrimientos de
diferentes polaridades permitiendo adsorber mayor cantidad de moléculas con
diferentes caracteristicas fisicoquimicas. Sin embargo, esta fibra no fue seleccionada

debido a que presentd una gran variabilidad en la respuesta.

Con la fibra de PDMS, la extraccion del timol y principalmente del carvacrol fue mas
baja, debido a la limitada afinidad que presenta este recubrimiento por compuestos
menos hidréfobos, como los fendlicos. Con la fibra de CAR/PDMS, la extraccién del
carvacrol también fue baja, ademads se obtuvo otra sefial cromatografica diferente a las
de los tres componentes evaluados, este comportamiento, atribuido a posibles

contaminaciones, son comunmente encontradas en fibras mixtas.

Por el contrario, la fibra de poliacrilato presenté mejor extraccion del timol y carvacrol,
con baja variabilidad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Bicchi C. y
cols. (2000), que utilizaron la fibra de PA para cuantificar el aceite esencial de Thymus
vulgaris. Por lo anterior, la fibra con recubrimiento de PA fue seleccionada para la

cuantificacién de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.

En la etapa de optimizacion de la extraccion del y-terpineno, el timol y el carvacrol, se
us6 un disefio experimental de Plackett Burman ya que permite evaluar el mayor

numero de variables posible con el menor niimero de experimentos. En la literatura, ya
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se ha demostrado la utilidad de un disefio experimental de Plackett Burman en la
optimizacion de las condiciones de extraccion de componentes volatiles en vino por
HS-SPME (Cabredo-Pinillos S., et al., 2004). Sin embargo este modelo experimental no

permite determinar las interacciones entre las variables.

De acuerdo a Pawliszyn J. (1997), las variables que mas influyen en el analisis de
componentes volatiles y semivolatiles con la técnica de HS-SPME son: la relacion
HS:muestra, la temperatura de extraccion y el tiempo de extraccién. Ademads, se ha
reportado que variables como: la temperatura y el tiempo de extraccion, la relacion
HS:muestra, el tiempo de equilibrio, el efecto de matriz, la velocidad de agitacion y la
distancia a la que se coloca la fibra de SPME sobre la muestra; afectan directamente la
transferencia de los compuestos hacia la fibra disminuyendo la sensibilidad del analisis
(Cabredo-Pinillos S., et al., 2004; Rodriguez-Lafuente A., et al., 2009; Ho C.W., et al,
2006; Kovacevic M., et al., 2001). En base a lo anterior se establecieron las siete variables
seleccionadas para la optimizacion de la extraccion, en sus niveles altos y bajos (Tabla

3.4).

Para evaluar los resultados del disefio experimental de Plackett Burman, se calcularon
las diferencias entre las respuestas de los niveles altos y bajos restando los promedios
de las respuestas de los niveles altos menos los promedios de las respuestas de los

niveles bajos para cada variable. La diferencia obtenida se grafico para evaluar
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visualmente la influencia que ejercia cada variable sobre la HS-SPME (Figura 3.5).

Entre mayor sea la diferencia mayor sera la influencia sobre el sistema de extraccion.

Se establecid que las variables que mas influyen en el sistema de HS-SPME son: la
temperatura de extraccion y el tiempo de extraccion. En el caso de la temperatura de
extraccion, la mayor influencia se observd a nivel bajo. Esto, muestra que la
temperatura de 55 °C no es suficiente para que los analitos en fase de vapor lleguen al
estado de equilibrio en los tiempos establecidos, afectando directamente la

transferencia de masa entre la muestra y el recubrimiento de PA de la fibra de SPME.

Con respecto al tiempo de extraccion, la mayor influencia se presentd a nivel alto, lo
cual concuerda con la literatura que indica que entre mas tiempo se deje la muestra en
extraccion menor sera la variabilidad, mostrando que el tiempo de extraccion es

indirectamente proporcional a la variabilidad (Bicchi C,, et al., 2005).

Otras variables que también influyen son: la concentracion de polimero, la velocidad de
agitacion y la distancia fibra sobre la muestra. La concentracion de polimero presente
en la muestra ejerce probablemente, un efecto de matriz, es decir los componentes del
aceite esencial se podrian adsorber en el polimero afectando su transferencia de masa
hacia la fibra de SPME. Con respecto a la velocidad de agitacion, esta variable afecta

directamente la transferencia de masa de la muestra al HS y del HS a la fibra. Al
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aumentar la energia cinética en el sistema, se favorece el paso de los componentes del

aceite esencial que estan en fase liquido a la fase gaseosa

Los resultados relacionados con la distancia de la fibra sobre la muestra, no coinciden
con lo esperado ya que tedricamente, después de cierto tiempo, el sistema esta en
equilibrio y la posicion de la fibra no deberia modificar la cantidad de compuesto
extraido. Sin embargo, considerando que la muestra estd compuesta principalmente
por agua, las moléculas de vapor de agua pudieron adsorberse en la fibra de PA que se
encontraba mas cercana a la muestra modificando asi su polaridad y por tanto la

adsorcion de los compuestos del aceite esencial.

Las variables del tiempo de equilibrio y la relacion HS:muestra, fueron las que
aportaron una menor influencia sobre la extraccién. En la tabla 3.5 se muestran las
condiciones Optimas establecidas para la extraccion del vy-terpineno, el timol y el

carvacrol a partir de una muestra de aceite esencial de Thymus vulgaris.

IV.III. Validacién para la cuantificacion del aceite esencial de Thymus vulgaris en NP

Con el proposito de validar el método con HS-SPME por CG para cuantificar el aceite
esencial de Thymus vulgaris en formulaciones de NP, se evaluaron los siguientes

parametros para la validacion del sistema: linealidad, precision, limite de cuantificacién
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y limite de deteccidn; mientras que para el método se evalud: exactitud, selectividad,

precision y robustez.

En la tabla 3.6 se muestran los valores de los parametros evaluados en la validacion del
sistema. En relacion a la linealidad, para el timol y el carvacrol se obtuvo un coeficiente
de determinacion mayor a 0.99. Se establecié que los datos obtenidos de la curva de
calibracion (de 2 a 6 og/mL) son lineales de acuerdo a la Secretaria de Salud (CCAYAC-
P-058, 2011). Sin embargo para el y-terpineno se obtuvo un coeficiente de
determinacion de 0.98, lo cual no cumple con el criterio establecido (20.99) por la

Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058, 2011).

Para la precision, se calculd el %DER de los porcentajes de recuperacion respecto a la
curva de calibracién de la linealidad. Se establecié que el sistema fue preciso ya que
presenté un %DER menor a 15% reportado por Jiménez C. (2002). Los limites de
deteccion y cuantificacién para el timol y el carvacrol, fueron menores al nivel inferior
de la curva de calibracién, lo cual es aceptable de acuerdo a la Secretaria de Salud
(CCAYAC-P-058). Sin embargo para el vy-terpineno, se obtuvo un limite de
cuantificaciéon mayor al nivel mas bajo de su curva de calibracion, debido posiblemente

a que no presentaba linealidad.

En la tabla 3.7 se muestran los valores de los parametros evaluados en la validacién del

método. Para la exactitud, se calcularon los porcentajes de recuperacion de los tres
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componentes (99.35% para el y-terpineno, 109.4% para el timol y 98.84% para el
carvacrol), los cuales de acuerdo a la AOAC (2002) son exactos. Estos datos concuerdan
con los reportados por Hajimehdipoor H. (2010), donde se determiné la exactitud por
HPLC y GC a partir del aceite esencial de Thymus vulgaris, obteniendo un porcentaje de

recuperacion del 97.7% para timol y del 97.6% para el carvacrol.

Por otra parte, como se observa en los cromatogramas de la figura 8.1 (Anexo B), tanto
la técnica de HS-SPME como el método cromatografico, garantizaron la adecuada
selectividad del método frente a los componentes de la matriz (NP poliméricas), ya que
no hubo ni interferencias, ni cambios en los tiempos de retencion, y en cambio, si se

observaron los tres componentes analizados.

Para la precision del método se calculé el %DER a partir de los porcentajes de
recuperacion obtenidos con las formulaciones de NP cargadas con el aceite esencial y
adicionadas con la mezcla de estandares. Los valores obtenidos fueron menores al 15%
y fueron aceptables de acuerdo a Jiménez C. (2002). La robustez se evaludé usando un
disefio de experimentos de Plackett Burman, donde se analizaron las diferencias de las
respuestas (drea) a niveles altos y bajos. Para establecer las variables que afectan
significativamente el método, las diferencias obtenidas entre los niveles altos y bajos

deben ser menores al valor de 21/2 S (FAO, TCP/RLA/3013A, 2005).
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Las variables que afectaron significativamente al método con HS-SPME por GC para el
Y-terpineno, el timol y el carvacrol, fueron la temperatura de HS-SPME, el volumen del
bano de agua utilizado, la distancia de la fibra de SPME y el tiempo de equilibrio.
Ademas, para el carvacrol también afecta significativamente el volumen de la muestra
en el vial, atribuido a la baja concentracion en la que se encuentra el carvacrol en el
aceite esencial de Thymus vulgaris, acarreando una mayor variabilidad al método con

HS-SPME por GC.

IV.IV. Obtencidn, optimizacion v caracterizacion de las NP

Durante la optimizacién de la obtencion de NP cargadas con aceite esencial de Thymus
vulgaris, se determind que un incremento en la cantidad de polimero (10-20 mg) en la
fase organica indujo un aumento del tamano de particula como se puede observar en la
Figura 3.6; esto puede explicarse tomando en cuenta el mecanismo de formacion de NP
por nanoprecipitacion: al entrar en contacto las fases organica y acuosa, el solvente
presente en la fase organica difunde a la fase acuosa e induce la agregacién de las
cadenas de polimero, en consecuencia, la formacion de las NP. Por lo tanto, al existir
una mayor cantidad de cadenas poliméricas por unidad de volumen de solvente, se

favorecerd la formacion de NP de mayor tamano (Galindo-Rodriguez S.A., et al., 2004).

Para determinar el efecto de la cantidad de aceite esencial de Thymus vulgaris en la fase

organica sobre el tamafio de particula, se adicion6 aceite esencial en la fase organica en
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un rango de 10-20 mg. En la Figura 3.7 se muestran los resultados en los cuales se
determind que a mayor cantidad de aceite esencial de Thymus vulgaris, menor fue el
tamano de particula de las NP obtenidas. Estos resultados indican que la cantidad de
aceite esencial de Thymus vulgaris presente en la fase organica influye de manera directa

en el tamano de las NP.

Las condiciones experimentales que nos permitieron obtener NP menores a 200 nm, con
un rendimiento del 100% de conversion de polimero a NP (es decir, sin agregados) y
con una mayor encapsulacion de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris
fueron: una fase organica compuesta por 5 mL de acetona, 15 mg de e-policaprolactona
y 15 mg de aceite esencial de Thymus vulgaris, y una fase acuosa compuesta por 20 mL
de Tween 80® al 3% (p/v). Las NP cargadas con aceite esencial de Thymus vulgaris
obtenidas presentaron un tamafio de 180+3 nm y su indice de polidispersidad fue de

0.142+ 0.02.

En particular, el indice de polidispersidad resulta aceptable si se considera que este
puede variar en un rango de 0 a 1, en donde el valor mas cercano al 0 indica una

distribucién homogénea de tamafo de particula (Galindo-Rodriguez S.A., et al., 2004).

En cuanto a la etapa de purificacion de las NP cargadas con el aceite esencial de Thymus
vulgaris, se evaluaron dos técnicas: la evaporacion a presion reducida y la didlisis.

Generalmente, la técnica de evaporacion a presion reducida es la técnica mas empleada
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en la purificaciéon de las NP cargadas con principios activos no volatiles como por
ejemplo el clotrimazol (Velazquez-Davila L. A., 2011). Sin embargo, cuando se
encapsulan moléculas volatiles en NP, se ha reportado el uso de didlisis para la

eliminacién del solvente organico (Sohn S.O.,, et al., 2007).

En relacion a la evaporacion a presion reducida, se puede observar que la acetona se
elimind aproximadamente al 100%, obteniendo asi NP libres de acetona. Esto se puede

corroborar por la ausencia de la sefial cromatografica atribuida a la acetona.

Para la purficiaciéon de NP cargadas con aceite esencial por didlisis, inicialmente se
observd una eliminaciéon del 70% de acetona durante el tiempo de estudio. Sin
embargo, al analizar la formulacion de NP después de la didlisis, no se observé ninguna
sefal cromatografica atribuida a la acetona. En base a lo anterior, se establecié que las
formulaciones de NP estaban libres de acetona y, que es muy posible que, el 30% de

acetona faltante se haya evaporado durante la manipulacién experimental.

Las NP cargadas con el aceite esencial de Thymus vulgaris purificadas por evaporacion a
presion reducida, presentaron un tamafno de 143.53 + 9.4 nm y, para la didlisis, de
11723 + 0.4 nm. Las NP tuvieron un potencial Z de -4.29 + 0.26 después de la
evaporacion a presion reducida y de -8.69 + 1.45 después de la didlisis (tabla 3.8). La
carga negativa de las NP purificadas, le confiere fuerzas de repulsion electrostatica

entre las particulas vecinas favoreciendo su suspension en el medio que las contiene.
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Con respecto a la estabilidad de la formulacion de NP cargadas con aceite esencial de
Thymus vulgaris, se determind el tamafio de particula e indice de polidispersidad por
espectroscopia de correlacion fotonica cada 15 dias. En la Figura 3.8 se aprecia que, al
menos en un periodo de 2 meses, el tamano de las NP cargadas con el aceite esencial y
purificadas por evaporacion a presion reducida, aumento cerca de un 4%, con respecto
al didmetro inicial. En contraste, en las NP cargadas y purificadas por dialisis, su

tamafio disminuyd en un 30% (mas de 30 nm).

En la figura 3.9 se puede observar como el indice de polidispersidad evaluado para las
NP purificadas por evaporacion a presion reducida y por didlisis no tuvieron
diferencias significativas (valor muy cercano a 0), por lo que se establecié que son

formulaciones estables por al menos dos meses

En la figura 3.10 y 3.11 se puede observar que el tamano de particula presenté una
distribucién normal, es decir, la muestra fue homogénea, y la mayor parte de las
particulas son del mismo tamafio. Después de dos meses se mantuvieron las mismas
condiciones. Ademas se realizd una evaluacion visual de las formulaciones de NP
cargadas y purificadas y no se observd aceite esencial de Thymus vulgaris libre en la

superficie de las NP, ni agregados de polimero confirmando su estabilidad.

La incorporacion del aceite esencial de Thymus vulgaris en las NP purificadas por

evaporacion a presion reducida y por didlisis fue excelente, obteniendo un porcentaje
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de eficiencia de encapsulacion del 97% para el aceite esencial total (tabla 3.9); lo que
indica que el 97% del aceite esencial de Thymus vulgaris ahadido durante el proceso de
preparacion de las NP logro ser encapsulado. De forma especifica, el porcentaje de
eficiencia de encapsulacion del y-terpineno, el timol y el carvacrol en las NP cargadas y
purificadas por ambas técnicas, fueron del 25%, 68% y 3% respectivamente (tabla 3.9).
Estos resultados concuerdan con un reciente estudio donde se reportd un porcentaje de
eficiencia de encapsulacion del 77% para el timol en nanoesferas poliméricas

(Wattanasatchaa A., et al., 2012).

El porcentaje de encapsulacion para el aceite esencial de Thymus vulgaris en NP
purificadas por ambas técnicas, fue del 64%, lo cual indica que el 64% de la NP esta
formada por aceite esencial de Thymus vulgaris y el 36% restante corresponde al
polimero. El porcentaje de encapsulacion para el y-terpineno, el timol y el carvacrol en
las NP cargadas y purificadas por ambas técnicas, fueron del 20.5%, 40% y 3.3%
respectivamente. En particular, para el timol, Wattanasatchaa A. y cols. (2012)
reportaron un porcentaje de encapsulacion del 43.5% en nanoesferas poliméricas

obtenidas por el método de desplazamiento de solvente.

Con el fin de comparar la estabilidad de las NP con una formulacién sin la presencia
del polimero, se prepar6 una nanoemulsion (NE) conteniendo aceite esencial de Thymus
vulgaris. Se obtuvo una NE con un tamafio de particula de 130.8 +12.06 nm y un

potencial Z de -8.78 + 0.61 (tabla 3.8). La NE aumentd significativamente su indice de
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polidispersidad después de dos meses (figura 3.9), en la figura 3.12 se observan varias
poblaciones de tamafios de particula diferentes, lo que nos indica que no es homogénea,
ademas durante su evaluacion visual, se presentaron agregados. Con lo anterior se
confirmo que la encapsulacion del aceite esencial de Thymus vulgaris en NP favorece la

estabilidad de la formulacién.



Conclusiones

CAPITULO V

CONCLUSIONES

e La técnica de hidrodestilacion permitié obtener aceite esencial de Thymus vulgaris
con un porcentaje de rendimiento del 0.52%. Se detectaron e identificaron 17
compuestos por CG-MS y CG-FID. Los componentes mayoritarios del aceite
esencial de Thymus vulgaris fueron el timol (34%), el o-cimeno (31%) y el y-

terpineno (13%).

e Con respecto a la caracterizacion fisica del aceite esencial de Thymus vulgaris, se
demostrd que el indice de refraccion, la actividad dptica y la densidad relativa son
parametros de calidad que brindan informacion respecto al tipo de compuestos

presentes en los aceites.

e Se desarrolld y validé un método analitico con HS-SPME por GC para la
cuantificacion directa del los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris en

formulaciones de NP., siendo una aplicaciéon innovadora en la cuantificaciéon de
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moléculas volatiles de aceites esenciales de origen natural encapsulados en

sistemas nanoparticulados.

La técnica de nanoprecipitacion permitié obtener NP cargadas con el aceite
esencial de Thymus vulgaris con un tamano de particula de 117.23 + 0.4 nm y
14353 + 94 nm con didlisis y con evaporacion a presion reducida,
respectivamente; un porcentaje de encapsulacion del 64% y un porcentaje de
eficiencia de encapsulacion del 97%, y una estabilidad superior a los dos meses. En
base a lo anterior, se considera que el procedimiento de formulaciéon de NP fue
adecuado, debido a la ausencia de agregados poliméricos y un elevado

rendimiento de encapsulacion.

En relacion al estudio de las variables de formulacion, se demostré que la cantidad
de e-policaprolactona y de aceite esencial de Thymus vulgaris en la fase organica,

afectan directamente al tamafio de las NP.

Con respecto a las dos técnicas de purificacion utilizadas, se demostré que tanto la
evaporacion a presion reducida como la dialisis son eficaces para la eliminacion de
la acetona en formulaciones de NP cargadas con un aceite esencial de origen

natural.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

e Realizar estudios de purificacion de NP para la eliminacion del tensoactivo

excedente y su influencia sobre la estabilidad de las particulas.

e Evaluar la estabilidad de las NP a largo plazo para una futura aplicacion

biologica.

e Evaluar distintos polimeros para la preparacion de NP cargadas con aceite

esencial de Thymus vulgaris.

e Realizar estudios in vitro e in vivo de liberacion del aceite esencial de

Thymus vulgaris encapsulado en NP.

e Encapsular otros aceites esenciales con actividades biologicas en diversas

areas.
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Anexo A

Capitulo VIII

Para evaluar que tan robusto era el método por HS-SPME, se establecié un disefio
experimental de Plackett Burman, planteando 8 experimentos con la combinacion
ordenada de 7 variables a niveles altos y bajos para el y-terpineno, timol y carvacrol.

Tabla 8.1 Analisis del disefio de experimentos de Plackett Burman utilizado para evaluar la robustez del método
desarrollado con HS-SPME por GC-FID para la cuantificacion de los componentes del aceite esencial de Thymus vulgaris.

Diferencia entre las
respuestas de los

Diferencia entre las
respuestas de los

Diferencia entre las
respuestas de los

Variabl ) ) . . . .
arlable niveles bajos y altos | niveles bajos y altos niveles altos y bajos
para y-terpineno? para timolP para carvacrol¢

Temperatura 5823.955 19935.4538 60449.77
Concentracion de 585125 5378.65125 3155.58
polimero
Vol de bafi

otumen de bano -5894.5575 -19154.5863 -60436.96
de agua
Volumen de
muestra en un vial -950.3625 -3752.90125 -59692.335
de 7mL
Distancia de la
fibra sobre la -5823.955 -19935.4538 -60449.77
muestra
Tiempo de

., -58.5125 -5378.65125 -3155.58

extraccion
T

iempo de 5894.5575 19154.5863 60436.96
equilibrio

1
25i la diferencia entre las variables mayores y menores es mayor a 1472.49 ( (2)7Ds ), significa que hay una influencia
significativa en el analisis al alterar esa variable

1
b Si la diferencia entre las variables mayores y menores es mayor a 18401.01( (2)IDs significa que hay una influencia
significativa en el analisis al alterar esa variable

1
¢ Si la diferencia entre las variables mayores y menores es mayor a 903.65 ( (2)IDs significa que hay una influencia
significativa en el analisis al alterar esa variable.
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Anexo C

Estructuras quimicas y generalidades de los materiales utilizados:

Aceite esencial de Thymus vulgaris

Fig.8.3 Thymus vulgaris

Es una mata perenne aromatica de la familia de las labiadas, tiene un tamafno de hasta
30cm de altura con tallos lefiosos y grisdceos. Sus hojas son lanceoladas u ovaladas,
enteras, pecioladas y con el envés cubierto de vellosidad blanquecina. Tiene flores
rosadas y blancas, con la corola de labio superior escotada y el inferior dividido en tres
lobulos. Su habitat comprende de matorrales secos y soleados sobre todo tipo de
sustrato en lugares secos. Es originario de toda la region Mediterranea occidental, pero
se cultiva en otras regiones donde las condiciones son favorables como los climas

semiaridos.
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e-policaprolactona

O O
y 0 o~ g 0 y
n n

Nombre comun: e-policaprolactona, caprolactona

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Peso molecular 14 000 g/mol
Estado Sélido (Perlas)
Color Blanco

Punto de fusion 58-63°C
wiigod | fet Tl

Aplicaciones: polimero biodegradable usado en formulaciones farmacéuticas.
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Tween ® 80

HO(CHzCH20)w (OCH2CHz),OH

=

0" “CH(OCH,CH_),OH o
GHEO‘[CHQCHED}2_1"CHgcHEO'G_GHE{CHQJSCHQGHchGHQ{DHEJBCH3
Sumofw+x+y+2z =20

Nombre comun: Polisorbato 80
Nombre quimico: Polioxietilen sorbitano monooletano
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Férmula molecular | CesHi124O26

Peso molecular 1310 g/mol
Estado Liquido

Color Ambar amarillo
Densidad relativa >1g/cm?

Punto de ebullicion | 100 °C
Solubilidad Agua

Aplicaciones: materia prima industrial como agente solubilizador y estabilizante de
farmacos coloidales.
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Y-terpineno

Nombre quimico: 1-Isopropl-4-metil-1,4-ciclohexadieno, p-Menta-1,4-dieno
Nombre comun: y-terpineno, terpineno
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioHis

Peso molecular 136.23 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.85g/cm?
Punto de ebullicion | 182 °C

Indice de refraccién | 1.474

Coeficiente de

4.75
particion

Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: fabricacidon de fragancias y saborizantes.
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Limoneno

Nombre quimico: 1-metil-4-(1-metiletenil)-ciclohexeno
Nombre comtn: limoneno
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioHis

Peso molecular 136.24g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.8411g/cm3

Punto de ebullicion | 176°C

Coeficiente de

4.2
particion X

Solventes organicos, poco
en agua

Solubilidad

Aplicaciones: area farmacéutica y alimentaria.
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Anetol

/

Nombre quimico: 4-propenil-anisol, 1-Metoxi-4-(1-propenil)-benzol
Nombre comun: anetol
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioHi20

Peso molecular 148.22g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.99 g/cm?

Punto de ebullicion | 234-237 °C

Coeficiente de
particion

3.39

Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: drea farmacéutica, alimentaria y como precursor de otros compuestos.
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Mentol

Nombre quimico: 2-Isopropyl-5-methylcyclohexanol
Nombre comuin: mentol
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioH200

Peso molecular 156.27 g/mol
Estado solido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.89 g/cm?

Coeficiente de
particién
Punto de ebullicion | 216 °C

Poca en agua, buena en
Solubilidad etanol, cloroformo y éter

3.40

dietilico

Aplicaciones: drea farmacéutica, alimentaria y cosmética.
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Acetato de linalilo

Nombre quimico: acetato de 1,5-Dimetil-1-vinil-4-hexenilo
Nombre comun: acetato de linalilo
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | Ci2H200:2

Peso molecular 196.29 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.9 g/cm?
Punto de ebullicion | 220°C

Coeficiente de
particién

3.9

Poca en agua y mala en

Solubilidad
etanol

Aplicaciones: se usa comunmente para adulterar los aceites esenciales y hacerlos mas
comerciales.
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Mirceno

Nombre quimico: 7-Metll-3-metileno-1,6-octadieno
Nombre comtn: mirceno
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioHis

Peso molecular 136.23g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.794 g/cm?®

Punto de ebullicion | 166-168°C

Coeficiente de

417
particién

Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: para la fabricacion de fragancias.
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Eucaliptol

Nombre quimico: 1,3,3-trimethyl- 2-oxabicyclo[2,2,2]octane
Nombre comun: eucaliptol
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor

Formula molecular | CioHisO

Peso molecular 154.24 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.93 g/cm?

Coeficiente de
particion
Punto de ebullicién | 174-177°C

Solventes organicos, mala
en agua

2.74

Solubilidad

Aplicaciones: drea farmacéutica, alimentaria y agricola como insecticida y repelente.
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Timol

OH
Nombre quimico: 2-Isopropil-5-metil-fenol
Nombre comun: timol
Propiedades fisicas y quimicas:
Propiedad Valor
Férmula molecular | CioH1O
Peso molecular 150.22 g/mol
Estado solido
Color Incoloro

Densidad relativa 0.97g/cm3

Coeficiente de

.. 3.3
particion

Punto de ebullicion | 232°C

Solventes organicos, mala
en agua

Solubilidad

Aplicaciones: drea farmacéutica, cosmética y veterinaria.
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Carvacrol

OH

Nombre quimico: 5-isopril-2-metilfenol
Nombre comun: carvacrol, comofenol
Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Valor
Férmula molecular | CioH1:O
Peso molecular 150.217 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro-amarillento

Densidad relativa 0.9772g/cm3

Punto de ebullicion | 237.7 °C

Coeficiente de
particién

3.4

Metanol, etanol, dietil éter,
acetona

Solubilidad

Aplicaciones: fabricacion de bases aromaticas y conservador alimentario.
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