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DISENO Y EVALUACION DE MICROCAPSULAS DE UREA In Vitro PARA SU USO EN
RUMIANTES
Raymundo Lira Casas, MC.
Colegio de Posgraduados, 2011

Las nuevas lineas de investigacion en nutricion de rumiantes estan buscando disefiar productos
con liberacion prolongada de urea dentro del rumen. El objetivo de esta investigacion fue desarrollar y
evaluar microcapsulas que liberen urea en el liquido ruminal. Métodos: Las microcapsulas fueron
preparadas por el método de emulsion y evaporacion de solvente, como primer paso se preparo el
acarreador poroso, después se preparo la fase organica con Eudragit RS 100 y por ultimo se preparo la
fase acuosa en donde fue agregada la fase organica. Las microcapsulas se identificaron mediante
microscopia electrénica de barrido, determinando el tamafio y la morfologia. Se evalud la
encapsulacién de la urea, la flotabilidad de las microcapsulas y la liberacion de N amoniacal en liquido
ruminal. Resultados: Se encontraron diferencias significativas en el factor volumen de la fase acuosa en
el nivel 50 mL (p< 0.05) y presento un efecto negativo en la encapsulacion de la urea. La morfologia de
las microcapsulas fue mejor con el factor bajo de temperatura de la fase acuosa of 35 °C (p< 0.05),
comparada con el nivel alto de 45°C. La flotabilidad de las microcapsulas fue arriba del 50% a las 12 h
de agitacion, mostrando diferencias significativas en el factor volumen de la fase organica de 20 mL
(p< 0.05). Con las microcépsulas, la liberacion de del N amoniacal incremento aun después de las 24 h
en el liquido ruminal. El tratamiento con urea sin proteger después de una hora, la concentracion de N
amoniacal en liquido ruminal incremento rdpidamente y entre las 12 y las 24 h declino la
concentracion. Conclusién: En la elaboracion de las microcapsulas el volumen de la fase acuosa regula
el porcentaje de encapsulacion de la urea, debido a que es muy soluble en agua. El Eudragit RS 100
funciond bien, encapsulando y manteniendo la lenta liberacién de urea que se requiere en una digestion

in vitro que simula las condiciones del rumen.

Palabras clave: Urea, microcapsulas, lenta liberacion, rumiante.



DISIGNING AND EVALUATION OF UREA MICROCAPSULES In Vitro TO USE IN
RUMINANTS

Raymundo Lira Casas, MC.
Colegio de Posgraduados, 2011

The new research lines in ruminant nutrition are working to design urea products of prolonged
release within the rumen. The objective of this research was to develop and evaluate microcapsules that
release urea in the rumen fluid. Methods: The microcapsules were prepared by the method of emulsion
and solvent evaporation. First, the porous carrier was prepared; then the organic phase was prepared
with Eudragit RS 100; and finally, the aqueous phase, in which the organic phase was added, was
prepared. The microcapsules were identified through scanning electron microscopy, determining their
size and morphology. Urea encapsulation, buoyancy of the microcapsules, and release of ammonia N in
the rumen fluid were evaluated. Results: there were significant differences in the volume factor of the
aqueous phase at 50 mL (p <0.05), and there was a negative effect on the encapsulation of the urea. The
morphology of the microcapsules was better (p <0.05) with the low temperature factor of the aqueous
phase at 35°C than with the high one, 45°C. The buoyancy of the microcapsules was above 50% at 12h
of agitation, showing significant differences in the volume factor of the organic phase of 20 mL (p
<0.05). With regard to the microcapsules, the release of ammonia N increased even after 24 h in the
rumen fluid. In the treatment with unprotected urea after an hour, the concentration of ammonia N in
rumen fluid increased rapidly, but between 12 and 24h the concentration declined. Conclusion: In the
preparation of the microcapsules the volume of the aqueous phase regulates the percentage of urea
encapsulation, because it is very soluble in water. Eudragit RS 100 worked well, encapsulating and
maintaining the slow release of urea that is required for in vitro digestion simulating conditions in the

rumen.

Key words: Urea, microcapsules, slow release, ruminant.
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INODUCCION GENERAL

Los rumiantes son animales eficientes en la degradacion de alimentos fibrosos, durante su
evolucion, en su tracto digestivo se desarrollaron los compartimientos de fermentacion conocida
como reticulo-rumen. En estos 6rganos se forma un microambiente que almacena alimentos y alberga
microorganismos anaerobios, tales como: hongos, protozoarios y bacterias (Lee and Chiba, 2009). En
los dltimos afios de investigacion en nutricion de rumiantes, las bacterias han adquirido importancia
debido a que tienen mayor actividad en la degradacion de carbohidratos fibrosos, ademas de ser
quienes producen proteina de alto valor bioldgico que es utilizada por el huésped. Las bacterias del
rumen requieren amoniaco para la formacion de aminoacidos, esta fuente de N se puede obtener de
alimentos a base de granos o forraje, pero también de fuentes de nitrdgeno no proteinico (NNP) como
la urea (NRC, 2001; Galo et al., 2003).

La proteina es uno de los tres nutrientes limitantes y caros en la elaboracion de alimentos
(Tillman y Sidhu, 1969). Por eso, su uso debe de ser eficiente, esto conduce a utilizar fuentes
alternativas de N sin descuidar la calidad y sanidad de los productos de origen animal. Las bacterias
pueden producir amino&cidos a partir de fuentes de N mas econémico como la urea. (Arelovich et al.,
2000). Esta es ampliamente usada en la alimentacion de rumiantes como una fuente de NNP, la cual
aumenta la produccion de proteina bacteriana y mejora la degradacion de alimentos fibrosos
(Arelovich et al., 2000; NRC, 2001). Por la facil degradacion, cuando se abusa del uso de esta fuente
de N, se producen elevadas cantidades de amoniaco, que las bacterias no son capaces de utilizar al
100 % vy las paredes del rumen absorben todo ese exceso de NH3 o NH,4 dependiendo del pH ruminal
(Abdoun et al., 2007), para conducirlo al torrente sanguineo, provocando una intoxicacion a los

animales, e incluso puede causarles la muerte (Bartley et al., 1976; Bartley et al., 1881).

Evitar la rapida transformacion de la urea en amoniaco, es un punto clave en la investigacion
de rumiantes, buscando propiciar la mejor eficiencia en la utilizacion de N por las bacterias (Galo et
al. 2003). Lo cual se puede reflejar en la actividad microbiana y la eficiencia de la produccion de
proteina bacteriana en el rumen. Por otro lado se han proporcionado diversos productos que brinden
una lenta liberacion de NNP en la alimentacion de los rumiantes, tales como: biuret, fosfato

diaménico, polifosfato amonico (Currier et al., 2004; Lines y Weiss, 1996), Optigen 1200® (Duque



et al., 2009; Mc Vey y Laurenson., 2004), comprimidos matriciales recubiertos y pellets con peliculas
de polimeros Surelease® (Melgoza et al., 2007); pero ain no se han obtenido resultados relevantes.
Por este motivo, se busca hacer un producto que eventualmente tenga la capacidad de mantener una
liberacion prolongada de NNP, con el fin de proveer N amoniacal constantemente a las bacterias y
evitar intoxicaciones por mal uso de la urea (Arelovich et al., 2000). El proposito de esta
investigacion fue elaborar y evaluar microcdpsulas con urea, que mantengan una prolongada

liberacion de N, en pruebas in vitro con liquido ruminal.

1.- Planteamiento del problema

El NNP en forma de urea puede ser utilizado més eficientemente en dietas para rumiantes como
una fuente de N para los microorganismos del rumen, el empleo de la urea es limitante debido a que los
microorganismos del rumen la transforman rapidamente en amoniaco (Galo et al, 2003), ocasionando
que la cantidad de N amoniacal aprovechado por las bacterias sea bajo y a su vez gran proporcion sea
absorbido por las paredes del rumen hacia el torrente sanguineo (Satter y Roffler, 1975; Abdoun et al.,
2007). Cuando el N amoniacal aumenta demasiado en el torrente sanguineo, puede causar efectos
adversos que oscilan desde reducir el consumo y desarrollo del animal, hasta provocar la muerte por

intoxicacién amoniacal (Bartley et al.1981).

Las dietas con limites maximos de urea causan perdidas potencialmente elevadas de N y
energia. En este caso se ha considerado que un producto que mantenga una liberacién prolongada de
urea, sostiene los niveles considerables de amoniaco en el rumen, convirtiéndose en una posible opcion
para aumentar la proporcion de urea destinada a la sintesis de aminoacidos por parte de las bacterias y
reducir los riesgos de intoxicacion (Bartley et al., 1981). Actualmente en el mercado farmacéutico
existen diversos polimeros entre ellos los acrilatos, como el Eudragit RS 100 (Kiligarslan y Baykara,
2003), que sostienen una liberacion prolongada de farmacos, por lo que es posible transferir la técnica
de emulsion y evaporacion de solvente (Kumar et al., 2005), para la fabricacion de microcapsulas y

evaluar la lenta liberacidn en técnicas in vitro con liquido ruminal.



2. Objetivos

2. 1. Objetivo general

Elaborar y evaluar un producto que mantenga una prolongada liberacion de urea in vitro en

liquido ruminal.

2. 2. Objetivos especificos

1. Evaluar el método de emulsion y evaporacion de solvente en la elaboracidén de microcapsulas

con urea.

2. Evaluar la morfologia, la encapsulacién y flotabilidad de las microcapsulas

3. Evaluar la liberacion de urea de las microcépsulas de Silicato de calcio y de Carbon activado

in vitro en liquido ruminal.

3. Hipotesis

Con el método de emulsién y evaporacion de solvente se pueden elaborar microcapsulas que

mantengan una prolongada liberacion de urea en liquido ruminal.



4. Marco tedrico

4. 1. Caracteristicas fisicas de la urea

La urea CO(NH,)4, €s una pequefia molécula organica sumamente soluble y no toxica, la
molécula de la urea estd compuesta por C, H y N (Kroes y Reiss, 1989), esta molécula se encuentra
en el liquido ruminal, sangre, leche, saliva, orina y otros fluidos corporales debido a que este es un
producto terminal del metabolismo de las proteinas y circula en el organismo (Harmeyer y Martens,
1980). Industrialmente se produce urea en forma granulada de color blanco, que se usa como
fertilizante en la agricultura (Rabindra et al., 2002), de igual forma se emplea en las dietas para
rumiantes como fuente de NNP, que es aprovechada por las bacterias del rumen para sintetizar
proteina microbiana. La urea es una fuente de NNP de menor costo en comparacion con la proteina
vegetal, de la cual las bacterias usan principalmente el amoniaco para la formacion de sus
aminoacidos (Males y Purser, 1970), Por lo tanto, es conveniente usar estas fuentes en proporciones

adecuadas para tener la mejor eficiencia en el uso del N.

4. 2. Ciclo de la urea en el rumiante

Los organismos excretan el N que es producto del metabolismo de los aminoacidos o del
consumo de NNP. Los rumiantes y demas mamiferos, para excretar el amonio primero lo transforman
en el higado a moléculas de urea, debido a que son moléculas no téxicas que pueden circular por el
torrente sanguineo (Haussingue, 1990). En el caso de las aves y reptiles, el N lo excretan en forma de
acido urico (Miranda, 2006) y los peces excretan el amonio como tal (Felskie et al., 1998); quedando

clasificados como, urotélicos, uricotélidos y amonotélicos, respectivamente (Miranda, 2006).

El ciclo de la urea es un proceso metabolico, que sirve para formar urea a partir de amoniaco,
posteriormente se elimina a través de la orina y en parte se recicla (Huntington y Archibeque, 1999);
En los rumiantes, la urea por medio de la saliva llega nuevamente al rumen (Ibarra-Gonzélez et al.,
2010). EI amonio se produce por la desaminacion, y en el caso de los rumiantes con ayuda de los

microorganismos del rumen producen amonio y amoniaco por el contenido de NNP en el alimento,



absorbiéndose a través de las paredes de rumen (Abdoun et al., 2007). El amonio y el amoniaco son
toxinas que son acarreadas hacia el torrente sanguineo para ser transportadas al higado, maés
especificamente a los hepatocitos, ahi acttan los procesos enzimaticos para sintetizar moléculas de
urea, que después son conducidas al torrente sanguineo y dirigida a los rifiones para ser excretada
(Mian y Lee, 2002). En el caso de los rumiantes, la urea se recicla y nuevamente vuelve a estar
disponible en el rumen para las bacterias, las glandulas salivales se encargan de extraer la urea del
torrente sanguineo y la secretan en la saliva (Reynolds y Kristensen, 2008). La toxicidad del amonio y
el amoniaco se debe a la falta de transformacion a moléculas de urea para poder ser desechado,

ocasionando graves intoxicaciones e incluso la muerte del ganado (Bartley et al., 1881).

El ciclo de la urea, descubierto por Krebs-Henseleit en 1932, es una via metabolica donde el
organismo transforma los metanolitos toxicos derivados de las proteinas. Los metabolitos se pueden
incorporar en diferentes niveles del ciclo y finalmente son transformados, desechados o reciclados
(Haussinger, 1990). En los hepatocitos se lleva a cabo una serie de reacciones enziméticas que
corresponden a este ciclo. Las reacciones principales son 5, de las cuales dos son mitocondriales y tres
citosélicas (Martin-Hernandez, 2005, Krebs, 1942). La formacion de carbamoilfosfato es la primera
reaccion mitocondrial que se lleva a cabo, consiste en la unién del amonio mas iones de bicarbonato,
con uso de energia proveniente de dos moléculas de ATP, esta reaccion se efectia por la enzima
Ilamada Carbamoil Fosfato Sintetasa, que depende de iones de magnesio como cofactor y es
dependiente de N-acetilglutamato funcionando como activador alosterico, que forma hasta el 25 % de
la proteina que hay en la mitocondria (Krebs et al., 1978). La siguiente reaccién es cuando el
carbamoil-fosfato cede el grupo carbamoil a la ornitina, con ayuda de la enzima Ornitina
Transcarboxilasa y como resultado queda la citrulina que a la vez libera un Pi, esta reaccion se lleva a
cabo en la mitocondria y el resto del ciclo de la urea se da en el citoplasma, por lo que la citrulina es
exportada al citoplasma (Krebs, 1942). La entrada del segundo dtomo de N para formar la urea se
incorpora en la tercera reaccion del ciclo de la urea, cuando el grupo ureido de la citrulina se condensa
con el grupo amino del aspartato produciendo arginosuccinato, por accion de la enzima
Arginosuccinato Sintetasa (Husson et al., 2003). La siguiente reaccion es para producir arginina y
fumarato a partir del arginosuccinato por accion de la enzima Arginosuccinato Liasa (Levillain et al.,
1996). Y la reaccion final que es la transformacion de la arginina en urea y ornitina por la enzima

Arginasa (Krebs, 1942).El ciclo de la urea esté vinculado con el ciclo del acido citrico, para recuperar



energia. En el metabolismo de un aminodacido su parte aminica es degradada en el ciclo de la urea y su
parte carboxilica en el Ciclo de Krebs (Martin-Hernandez 2005; Krebs, 1942).

4. 3. Amoniaco en el rumen

El amoniaco generado en el rumen sigue diferentes rutas, tales como: la sintesis de proteina
bacteriana o se conduce al torrente sanguineo penetrando las paredes del rumen. Cuando el NNP es
rapidamente convertido en amoniaco, es absorbido hacia el torrente sanguineo de la vena porta, que
conduce al higado en donde es convertido a urea, pero en ciertas circunstancias cuando el consumo de
NNP es mayor, la cantidad de amonio en sangre se incrementa y la conversion de amonio a urea por
parte del higado es insuficiente, provocandose la intoxicacion con amonio (Bartley et al, 1976,
Lapierre y Lobley, 2001).

ElI N que es absorbido en el epitelio del rumen bajo diferentes condiciones, se caracteriza por
la absorcion del amoniaco y amonio, pero también se sabe que se absorbe como urea. Para los dos
primeros el transporte a través del epitelio del rumen es lipofilico, donde, a un pH superior a 7, la
magnitud de NH3 absorbido es lineal, mientras que con un pH menor de 6.5 predomina la absorcién
de NH, via putativa de los canales de potasio en la membrana apical (Abdoum et al., 2006). De igual
manera se sabe que la urea se absorbe por simple difusidn, es muy variable, ya que la entrada de urea
aumenta por la fermentacion, produccién de CO, y produccion de acidos grasos volatiles (Gartner et
al., 1961).

4. 4. Intoxicacion por amonio.

La intoxicacion por amonio sucede cuando el animal consume urea o sales de amonio y los
niveles de N amoniacal en la sangre de la yugular son mayores de 0.53 mg/100 mL, en el rumen son
valores de 66.4 mg/100 mL. La muerte por intoxicacion se da después de superar la concentracion de

0.8 mg / 100 mL (Bartley et al., 1981). La intoxicacion es comun cuando una animal no esta



adaptado, debido a la inhabilidad del higado para desintoxicar el torrente sanguineo, el amoniaco es
proporcional un pH elevado en el rumen (Coombe et al., 1960).

4. 5. Microorganismos ruminales asociados al metabolismo de nitrégeno

El rumen es la principal cdmara de fermentacién con ecosistemas anaerobios diversos en
microbios, hasta hace tiempo se reportaron 24 géneros y 63 especies de bacterias (Yokoyama y
Johnson, 1988), 30 géneros y 300 especies de protozoarios (Wiliam y Coleman, 1992) y 5 géneros de
hongos (Ferrera-Cerrato y Alarcéon, 2007), actualmente con la identificacion del ARN se estima que
los géneros y especies son mas Yy estan surgiendo nuevas reclasificaciones (Krause y Russell, 1996).
Estos microorganismos proporcionan proteinas de alto valor biologico, las bacterias son la mayor
poblacién en el rumen que va de 10™ a la 10 por mL de fluido ruminal, los protozoarios son de
mediana poblacién que va de 10* a 10° y los hongos con una poblacién menor entre 10° y 10°

(Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007).

Las bacterias utilizan fuentes nitrogenadas para la sintesis de sus propias proteinas, y es
necesario que estén en sincronia con los carbohidratos. Un ejemplo claro es la interdependencia
alimenticia entre bacterias, en donde B. Amilopilus crece en un medio con almidén y NH;3
produciendo masa microbiana, cuando el almidon se termina, estas bacterias entran en un estado de
autolisis, liberando amino&cidos de cadena ramificada que a la vez son utilizados por M. elsdenii para
la formacidn de acidos grasos de cadena ramificada (AGCR) y la sintesis de proteina microbiana, ya
que es incapaz de formar aminoacidos a base NHs. El exceso de acidos grasos producidos por M.
elsdenii, son utilizados por R. albus, esta es una bacteria que demanda AGCR, para una adecuada
degradacion de celulosa a glucosa que queda disponible para este conjunto de bacterias que
interactian en el rumen (Miura et al, 1980). En la Figura 1, se resume un ejemplo de la actividad

microbiana en tres especies de bacterias.



Almidon + NH3

Bacteroides
amylophilus

Proteina
microbiana

Aminoacidos de cadena
ramificada: isoleucina,
eucina y valina.

Megasphaera
elsdenii

Acidos grasos de ca
ramificada: isobutirato,
isovalerato y

2-metilbutirato

‘ Celulosa + NH3

Glucosa Libre

Ruminococus
albus

Figura 1. Posible mecanismo de interdependencia nutricional en tres especies de bacterias ruminales,

adaptada de (Ferrera-Cerrato y Alarcon, 2007).



4. 6. Nanotecnologia y microparticulas

Nanotecnologia es definida como el estudio y control de las dimensiones aproximadas entre 1-
100 nanometros de la materia. Para darnos idea, hay muchos materiales biologicos que entran en este
grupo de mediciones, por ejemplo, los virus que miden de 10 a 200 nm, estan en el intervalo superior
de las nanoparticulas, en el caso de las proteinas que miden de 4 a 50 nm, estan en el intervalo inferior
manométrico; los bloques moleculares de las proteinas son de 20 aminoacidos con un tamafio de 0.6
nm (Poole y Owens, 2003). Es un fendbmeno que nos permite desarrollar nuevas aplicaciones en la
investigacion, en las Gltimas décadas la ingenieria de nanoparticulas tiene que ser una clase de nuevos
materiales con varias propiedades que tomen gran atractivo en el desarrollo comercial (Medina et al.,
2007). En el caso de las microcapsulas con tamafio entre 10 y 500 um. el tamafio de las estructuras que
se estudian o con las que se trabaja hace la diferencia. EI tamafio es mayor, es comparable con
estructuras como los cromosomas que miden entre 1.4 y 6 pum o las bacterias que son de orden

microscopico o mesoscopico (Poole y Owens 2003).

4. 7. Productos con urea de lenta liberacion.

4.7.1. Optigen 1200®

Este es un polimero que cubre al N ureico para suplementar a vacas lecheras. La difusion de
urea a través de microporos en el polimero protector libera N en el rumen de ganado a bajas
proporciones. El polimero que recubre es formado por una serie de reacciones que incluye urea,
hexamethylene disocyanate trimer, resina alkyd, aceite tung. El resultado a través de la union de
poliéster poliuretano es resistente a la degradacion de la fauna microbiana en el rumen. Aungue durante
la digestion casi todo el N (93%) es removido del Optigen 1200® (Mc Vey y Laureson 2004: Loest et
al., 2001) aunque también en estudios de liberacion de urea de este producto llega a su fin con el 100 %
a las 6.5 h (Melgoza et al., 2007).



4.7.2. Comprimidos matriciales nucleados y pellets recubiertos con Surelease®

Son comprimidos matriciales de urea y etilcelulosa, con nucleos de alta densidad Ba SO, y un
recubrimiento pelicular de Surelease® con un tamafio de 30 a 60 pm, este producto controla la
liberacion de urea por 48 h, permaneciendo en el rumen por su densidad que tiene. En el caso de los
pellets, se compararon con Optigen 1200® y mientras que los pellets de Optigen 1200® ya habfan
liberado el 100 % de urea a las 6.5 h, los pellets recubiertos con Surelease® solo habian liberado el 71%
(Melgoza et al., 2007).

4.7.3. Biuret

Contiene 41 % de N debido a que son dos moléculas de urea unidas menos un amoniaco, ésta se
solubiliza méas lentamente que la urea y por consiguiente se transforma con mayor lentitud en
amoniaco, la desventaja es el menor contenido de N y es de mayor toxicidad tanto para las plantas
como para los animales; posiblemente por el contenido de acido cianurico. La urea para uso agricola, se

permite con una cantidad no mayor del 2% de biuret (Mikkelsen, 2007, Currier et al. 2004).
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1. 1. Introduccién

Por mucho tiempo se han tratado de obtener productos que contengan urea protegida con lenta
liberacion y dosificacion controlada a los microorganismos del rumen, pero éstos no han sido
efectivos (Galo et al., 2003). Existe una gran variedad de técnicas, materiales y factores que influyen
en la elaboracion de las microcapsulas. Por ejemplo, se desea encapsular la urea, por medio de un
recubrimiento con polimero Eudragit RS 100 (Manfred y Hans-Ulrich, 2001, Kilicarslan y Baycara,
2003), para que mantenga una liberacién prolongada en el rumen del animal, evitando el rapido paso
del producto por el orificio reticulo ruminal y para ello se puede utilizar un acarreador poroso de
Silicato de calcio (SC) para aumentar la flotabilidad y retardar la liberacidn de la urea al entrar en sus
poros (Jain et al, 2005).

La técnica de emulsion y evaporacion del solvente (Pushp et al., 2007), es una técnica que
puede ser utilizada, es idonea aungue como todas las técnicas es muy variable en la respuesta, debido
a los diferentes factores, tales como: Cantidades de polimero (Eudragit RS 100), cantidades de
acarreador poroso (SC), cantidades de solventes (Etanol, Diclorometano) y factores relacionados con
la fase acuosa (Temperatura, Volumen, Agitacion). Los factores anteriores afectan directamente la
morfologia, la cantidad de urea encapsulada y la flotabilidad de las microcéapsulas, ademas los
factores se pueden cambiar para hacer variar de microcapsulas a microesferas (Jain et al., 2006;
Pushp et al., 2007).

En base a lo disefiado en este capitulo, se establecieron las técnicas para elaborar y observar

las microcépsulas en el microscopio electronico de barrido.
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1. 2 Materiales y métodos

La elaboracion de microcapsulas con urea, se realizd en las instalaciones del Laboratorio
Experimental Multidisciplinario de Farmacia, en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-
UNAM.

1. 2. 1. Prueba de solubilidad de urea en etanol

Las diferentes cantidades de urea se diluyeron en 10 mL de etanol, marcando con cruces el
grado de solubilidad, evaluando a simple vista y utilizando diferentes cantidades de urea: 1000, 750,
500, 250, 150, 50 en 10 mL de etanol, para poder tener microcapsulas que liberen lentamente la urea.
Fue necesario diluirla en un solvente organico tal como el etanol, que es el que permite la entrada de la
urea al acarreador poroso por medio de la ultrasonificacion. El objetivo de utilizar el solvente orgénico
es por la rapida evaporacion.

1. 2. 2. Elaboracién de microcapsulas

Se prepararon 6 lotes de microcapsulas por el método de emulsion y evaporacion del solvente
con modificacién de los factores, la descripcién de este método es basado en la elaboracion de
microcéapsulas flotantes de silicato de calcio con repaglidina (Jain et al., 2005), después se fue
modificando en base a los resultados obtenidos al observar la formacion de las microcapsulas en el

microscopio electronico de barrido.

a) Técnica de emulsion y evaporacion de solvente

1). Preparacién del acarreador poroso: Se diluyo la urea en etanol y se agregé el Silicato de

calcio, después se agitd, se ultrasonificO por 2 minutos para que la urea entrara a los poros del
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acarreador por medio del etanol y permitiera la salida del aire. Después, la solucién se colocé dentro de
una estufa a 50°C para evaporar el etanol, quedando un compuesto Silicato de calcio-Urea (SCU), 2).
Preparacion de la fase organica: Se diluyo el polimero Eudragit RS 100 en la solucion organica y se
agrega el SCU, se agito perfectamente y se ultrasonificé por 2 minutos, 3) Preparacion de la fase
acuosa: Primero se preparo la solucion alcohol polivinilico al 75%, que fue utilizado en cada uno de
los tratamientos. Se establecid el conjunto de condiciones para la fase acuosa de cada uno de los
tratamientos. Los factores involucrados en la preparacion de la fase acuosa son: Temperatura, Volumen
de la fase acuosa y revoluciones por minuto en la agitacion de la fase acuosa. 4) Preparacion de las
microcdpsulas: Ya que se habia preparado la fase organica y la fase acuosa, se procedio a verter la
fase organica gota a gota de la dentro de la fase acuosa y se agito, después se filtrd en papel Whatman
del nimero 4 y se dejo secar por 48 h, en el (Cuadro 1), se especifican las cantidades y tiempos que se

emplearon en la elaboracion de cada uno de los lotes de microcapsulas.

Cuadro 1. Tratamientos para la elaboracién de microcapsulas como pruebas iniciales
No. de | Eudragit | SCmg | Urea | Temperatura | VFA Fase Organica Agitacion

lote mg mg °C mL EtOHmL | DCM mL h
1 5000 1000 | 500 40 200 50 25 3
2 1000 250 600 30 200 10 5 3
3 1000 500 600 40 200 10 5 3

4 1000 300 500 40 200 5 10 1.5
5 1000 300 400 50 200 4 8 1

6 1000 300 700 40 200 0 20 0.75

Polimero (Eudragit RS 100), Silicato de calcio (SC), Volumen de la fase acuosa (VFA),
Diclorometano (DCM), Etanol (EtOH).

1. 2. 3. Observacién de las microcapsulas en el microscopio electrénico de barrido

Para poder ver las microcapsulas al microscopio, se coloco una pequefia gota de fase acuosa con
las microcapsulas en los portamuestras de laton, se dejaron secar perfectamente a temperatura ambiente

y después se recubrieron con una delgada capa metélica, conductora de 5 nm, de una aleacién de 80%
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de oro y 20% paladio, en una ionizadora de metales (lon Suputter JFC-11100), y se observaron al
microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-6390). Para observar las muestras en el microscopio
electronico son necesarias dos condiciones, que la muestra este seca y sea conductora y por eso se

recubre con una capa metalica.

1. 2. 4. Materiales

Polimero (Eudragit RS 100, Marca HELM®)., Silicato de Calcio (Marca Spectrum®)., Carbén
Activado (Charcoal activated GR for analysis, Marca Merck)., Alcohol polivinilico (Poly(vinyl
Alcohol), Marca Sigma®)., Urea (USP testing specifications, Marca Sigma®)., Agente dispersante
(Tween 20 P. S. for synthesis, Marca Merck)., Solvente (Diclorometano grado HPLC, Marca Merck).,
Solvente (Etanol grado HPLC, Marca Merck).

1. 3. Resultados
1. 3. 1. Prueba de solubilidad de urea en etanol
En esta parte se determind la cantidad maxima que se puede utilizar de urea, en base a la

solubilidad de la misma en etanol, se consider6 que 250 mg era una cantidad que se diluia
perfectamente en 10 ml de etanol (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de la prueba de solubilidad en Etanol. +, ++, +++, grados de solubilidad.
Urea mg en 10 mL de Etanol Solubilidad
1000 +
750 +
500 ++
350 ++
250 o+
150 +++
50 +++
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1. 3. 2. Morfologia

a). Técnica de emulsion y evaporacion de solvente, elaboradas con 200 mL de fase acuosa a 40 °C

y con la proporcion de etanol-diclorometano 2:1 en la fase organica

Los resultados obtenidos de morfologia con esta técnica no fueron favorables ya que evidentemente
no se observaron estructuras esféricas, solo se observaron estructuras polimorfas que no corresponden a
la formacion de microcdpsulas de tamafios que van desde aproximadamente 2 pum hasta 15
micrometros de diametro, esto condujo a hacer cambios en los factores que se utilizaron en la

elaboracidn de microcapsulas (Figura 2).

10kV  X1,600 10pm CP-UME 10kvV  X5,000 5um

Figura 2. Micrografia electronica de barrido con microparticulas amorfas que corresponden a la
técnica 1, elaboradas con 200 mL de fase acuosa a 40 °C y con la proporcion de etanol-diclorometano

2:1 en la fase orgéanica.

b). Técnica de emulsion y evaporacion de solvente, elaboradas con 200 mL de fase acuosa a 30 °C

y con la proporcion de etanol-diclorometano 2:1 en la fase organica.

En esta técnica los resultados no fueron favorables, obteniendo estructuras poco esféericas que

presentan una superficie erosionada, posiblemente por el exceso de tiempo de agitacidén, ademas de la

gran cantidad de fase acuosa y la proporcion inadecuada de solventes de la fase organica (Figura 3.).
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15kV X600 15kV  X2,000 10pm CP-UME
Figura 3. Micrografia electronica de barrido con microparticulas amorfas que corresponden a la
técnica 2, elaboradas con 200 mL de fase acuosa a 30 °C y con la proporcion de etanol-diclorometano

2:1 en la fase orgéanica.

c). Técnica emulsion y evaporacion de solvente, elaboradas con 200 mL de fase acuosa con 500

mg de Silicato de calcio y con la proporcion de etanol-diclorometano 2:1 en la fase organica

En esta técnica se aumento la cantidad de silicato de calcio resultando mayor cantidad de
microparticulas amorfas, cubicas y casi esféricas, hay estucturas de tamafio aproximado desde 1um
hasta los 90 um. son estructuras que no presentan una morfologia homogénea (Figura 4).

15kV X2,200 10pm

Figura 4. Micrografia electronica de barrido con microparticulas amorfas que corresponden a la
técnica 3, elaboradas con 200 mL de fase acuosa con 500 mg de Silicato de calcio y con la proporcion

de etanol-diclorometano 2:1 en la fase organica.
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d). Técnica emulsion y evaporacion de solvente, elaboradas con 40 mL de fase acuosa, 300 mg de
silicato de calcio y con la proporcién de etanol-diclorometano 2:1 en la fase orgénica

En esta técnica se invirtieron las cantidades de los solventes de la fase organica, con 5 ml de
Etanol y 10 mL Diclorometano, se obtuvieron microcapsulas mas esféricas, de superficie muy porosa y
su tamario es variable, que va desde los 3 a los 55 um aproximadamente como se muestra en la imagen.
El volumen de la fase acuosa, fue otro factor muy importante que influyo en la formacion de las

microcapsulas de esta técnica (Figura 5).

v

15kV X200 100pm CP-UME

15kV. X1,300 10um

Figura 5. Micrografia electrénica de barrido con microparticulas amorfas que corresponden a la
técnica 4, elaboradas con 40 mL de fase acuosa, 300 mg de silicato de calcio y con la proporcion de

diclorometano-etanol 2:1 en la fase orgéanica.

e). Técnica emulsidén y evaporacion de solvente, elaboradas con 50 mL de fase acuosa y con la

proporcion etanol-diclorometano 1:2 en la fase organica

En esta técnica los resultados fueron diferentes en la morfologia, fueron mas densas y en gran
proporcion se precipitaron en un medio liquido. En esta técnica se invirtieron y redujeron las
proporciones de los solventes de la Fase organica, con 8 mL de Diclorometano y 4 mL de Etanol y en
esta técnica se utilizaron 50 mL de fase acuosa (Figura 6).
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Figura 6. Micrografia electronica de barrido con microcapsulas que corresponden a la técnica 5,

elaboradas con 50 mL de fase acuosa y con la proporcion etanol-diclorometano 1:2 en la fase orgéanica.

f). Técnica emulsion y evaporacion de solvente, elaboradas con 50 ml de fase acuosa y solo con

diclorometano en la fase organica

Esta técnica resulto ser favorable, evidentemente hubo una buena formacion de microcapsulas
completamente esféricas y su tamafio aproximado varia entre 5 hasta 50 um. La fase organica se

prepard solo con Diclorometano, este cambio junto con la disminucion del volumen de la fase acuosa

permitio obtener microcdpsulas mejor formadas (Figura 7).

Figura 7. Micrografia electrénica de barrido con microcapsulas amorfas que corresponden a la técnica
6, elaboradas con 50 ml de fase acuosa y solo con diclorometano en la fase organica.
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1. 4. Discusién

Hubo mejor y mayor formacién de las microcapsulas cuando se invirtieron las cantidades de
etanol y diclorometano, e incluso fue mejor cuando se utilizé solo diclorometano, al disminuir la
cantidad de solventes la viscosidad aumenta y es posible formar microesferas en vez de microcapsulas
(Nokhodchi et al., 2005). Algo que también posiblemente afectd el resultado fue cuando se utilizé
menor volumen de la fase acuosa con mejor formacion de las microcapsulas, de igual forma las
revoluciones por minuto afectan en el tamafio de las microcapsulas debido a que la agitacion permite
hacer pequefios glébulos de fase organica y a mayor agitacion son mas pequefios (Jain et al., 2005). El
objetivo de aumentar la temperatura fue acelerar la evaporacion del solvente de la fase organica que
estaba dispersa dentro de la fase acuosa, cuando la temperatura fue demasiado baja la fase acuosa fue
mas susceptible a adherirse a la propela y al recipiente en donde se agita. Cuando la temperatura es
elevada, el solvente de la fase acuosa se evapora rapidamente y las microcapsulas no se forman
quedando estructuras porosas polimorfas (Sato et al., 2004). Son muchos los factores que estan
relacionados y son motivo de estudio para obtener las microcapsulas con una adecuada morfologia y
por eso es necesario recurrir a un disefio experimental factorial fraccionado 2* explicado en el

Capitulo II.

1.5. Conclusiones

La técnica inicial fue modificada en base a los resultados que se obtuvieron, y se concluye que
con la técnica de emulsion y evaporacion de solvente se pueden fabricar microcapsulas para diferentes
aplicaciones y en este caso fue para encapsular urea. Es evidente que cada uno de los factores afecta
directamente en los resultados de morfologia de las microcapsulas. En el siguiente Capitulo se
establecio un disefio experimental factorial, con el que se evaluaron estadisticamente los efectos de los
factores méas importantes como Volumen, Temperatura, Revoluciones por minuto al agitar la fase

acuosa. Asi mismo, la cantidad de polimero y diclorometano de la fase organica.
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Capitulo 11

Disefio y evaluacion de microcapsulas de urea in vitro en liquido

ruminal
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2. 1. Introduccién

Las nuevas lineas de investigacion en nutricion de rumiantes estan buscando disefiar productos
de liberacién prolongada de urea dentro del rumen, con el objetivo de proporcionar N amoniacal para la
formacion de proteinas de origen bacteriano. En el rumen se realiza la fermentacion a través de los
microorganismos (Doetsch y Robinson, 1952), tales como, bacterias, protozoarios y hongos.
Actualmente las bacterias son las de mayor poblacién y las aportan la mayor parte de proteina de

origen microbiano, especificamente fuentes de aminoacidos para el rumiante (Walli, 2005).

Las bacterias requieren de N amoniacal para la sintesis de proteinas (NRC, 2001, Lapierre y
Lobley, 2001), la urea es una fuente de NNP que se usa en las dietas para rumiantes (Arelovich et al.,
1998, Kononoff et al., 2006). Por mucho tiempo se ha utilizado la urea en la alimentacion del ganado
(NRC, 2001), pero su mala administracion ha causado problemas de intoxicacion a los animales
(Davidovich et al., 2009, Bartley et al., 1976; Bartley et al., 1881). La urea en el rumen es convertida
rapidamente en amoniaco por las enzimas bacterianas (Galo et al., 2003), esta fuente de N es
rapidamente absorbida por las paredes del rumen, en forma de NH3 o NH4 dependiendo del pH ruminal
(Abdoun et al., 2007).

Existen algunos compuestos de lenta liberacién de N, como el biuret (Loest et la, 2001) y
Optigen® (McVey y Laurenson 2004), pero la dindmica de liberacién de N amoniacal no es favorable,
por este motivo se estdn buscando alternativas para elaborar microcapsulas, con el propdsito de
mantener una liberacién constante de N amoniacal en el rumen (Jain et al., 2005). En la actualidad se
puede utilizar diversos polimeros, por ejemplo el Eudragit RS 100 (Kiligarslan y Baycara, 2003), éste
es un polimero pH-dependiente que se ha usado en la encapsulacién de medicamentos para ser
liberados por via oral (Russel y Dombrowsky, 1980, Osakwe y Steingass, 2006). El objetivo de esta

investigacion fue elaborar microcapsulas con urea y evaluar su liberacion en liquido ruminal.
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2. 2. Materiales y métodos

La microcapsulas con urea, se elaboraron en el Laboratorio Experimental Multidisciplinario de
Farmacia, en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlitn-UNAM. La observacion de las
microcépsulas se realizo en el laboratorio de microscopia electronica en el Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo y La determinacién de nitrogeno encapsulado se realizo en el laboratorio de

Fertilidad de Suelos, del area de Edafologia, en el Colegio de Postgraduado, Campus Montecillo.

2. 2. 1. Preparacion de las microcapsulas
Las microcépsulas se prepararon por el método de emulsién y evaporacion del solvente
(Kawashima et al, 1992, Kumar et al, 2005), y para su mayor entendimiento el proceso se dividi6 en 4

pasos.

1). Preparacion del acarreador poroso: El primer paso fue preparar el Acarreador poroso, ya
sea Silicato de calcio o Carbdn activado para cada uno de los lotes: se diluyen 250 mg de urea en 10 ml
de etanol y se agregaron 350 mg de Acarreador poroso, Después, cada tratamiento fue agitado y
ultrasonificado para extraer el aire que hay dentro de los poros del acarreador poroso y facilitar la
entrada de el etanol con la urea. Después, la solucién fue colocada en una estufa a 50 ° C para evaporar
el etanol, obteniendo compuestos de Silicato de calcio-Urea (SCU) o Carbdn activado-Urea (CAU). 2)
Preparacion de la fase organica: Dependiendo del tratamiento que se prepar6 en ese momento se
diluyen 1.5 0 2 g de Eudragit RS100 en diclorometano (15 o 20 ml ), se agit6 bien y se agregé el
acarreador poroso (SCU o CAU), se diluy6 y ultrasonificd perfectamente para adherir el polimero a las
particulas del acarreador poroso. 3) Preparacién de la fase acuosa: Primero se prepar6 la solucion
Polyvinyl alcohol al 75% que fue utilizado para los 32 tratamientos. EIl conjunto de condiciones para la
fase acuosa de cada uno de los 32 tratamientos fue diferente por la combinacién de los factores. Los
factores involucrados en la preparacién de la fase acuosa son: 35 0 45 ° C, 50 0 100 mL de Volumen y
500 o 600 rpm en la agitacion. 4) Adicion de la fase organica dentro de la fase acuosa: la fase
organica fue vertida dentro de la fase acuosa y se agito por 45 minutos, después las microcapsulas
fueron aisladas de la fase acuosa filtrando con papel Whatman No. 4, se lavaron tres veces con agua

destilada y se secaron dentro de una estufa a 45 ° C por 48 h.
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2. 2. 2. Caracterizacion de las microcapsulas

Las microcapsulas se identificaron por microscopia electronica de barrido, determinando su
morfologia y tamafio. Ademas se determind el porcentaje de N en las microcapsulas y el porcentaje de
flotabilidad a las 12 h.

2. 2. 3. Observacion de la morfologia y tamario de las microcapsulas en el microscopio electronico

de barrido

Sobre los portamuestras de latén se les coloco una gota de la fase acuosa de cada tratamiento, se
secaron a temperatura ambiente, se recubrieron con una delgada capa metalica, conductora de 5 nm,
formada de una aleacion de 80% de oro y 20% paladio, en una ionizadora de metales (lon Suputter
JFC-11100), y se observaron al microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-6390).

2. 2. 4. Determinacion de la cantidad de urea dentro de las microcapsulas

La concentracion de urea se determind con un cuantificador de N total TOC-V¢esy Y TNM-1
Shimadzu®. El equipo funciona midiendo la quimioluminiscencia producida por la oxidacién del N de
la muestra. Primero se hizo una digestion, 100 miligramos de microcépsulas de cada tratamiento fueron
puestas en tubos de ensayo de 60 ml, posteriormente se adicionaron 25 ml de &acido sulfdrico
concentrado y 1.2 g de mezcla catalizadora. Los tubos se colocaron en la parrilla de digestion,
incrementando paulatinamente la temperatura hasta los 360 °C por 1 h. Luego, se filtrd la muestra, se
ajusté a un pH de 3 y se aforé a 100 mL para cuantificar el N total. El blanco se preparé con acido
sulfarico y mezcla catalizadora, con el fin de restar el N de otros compuestos que no pertenecian a las
microcapsulas. Se cuantificd el contenido de N total en las microcapsulas, se prepar6 una curva a partir

de soluciones de 50 ppm de nitrato de potasio para obtener una curva con 0, 10, 25, 33.33 y 50 ppm.
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2. 2. 5. Evaluacion de la flotabilidad de las microcapsulas

Se evaluo la flotabilidad en todos los tratamientos formados de la combinacion de los factores
estudiados. Las microcapsulas se colocaron en una solucion que simula la densidad del liquido ruminal,
hecho a base de agua y un factor espesante Tween 20. La solucién se regul6 a pH neutro y densidad de
1.035. En un tubo de polipropileno se adiciond 35 mL de solucion y 100 mg de microcépsulas,
agitandose por 12 h en un carrusel Glas-Col® con 45 rpm e inclinacién de 45°. Posteriormente las
muestras se colocaron en embudos de separacion, permaneciendo en reposo por 50 min. Se elimind el
precipitado y el sobrenadante se filtrd. Las muestras se lavaron tres veces con 10 ml de agua y se
secaron a 60 °C por 24 h. Las diferencias en los pesos de las microcapsulas fueron usados para la

determinacion del porcentaje de flotabilidad.

2. 2. 6. Liberacién in vitro de nitrégeno amoniacal de las microcapsulas en liquido ruminal

La digestibilidad se hizo con el procedimiento de Tilley y Terry (1963). El liquido ruminal se
obtuvo de una vaca canulada. Se evaluaron 5 tratamientos: 1). Microcapsulas de Silicato de Calcio, 2).
Microcépsulas con Carbon Activado, 3). Polimero Eudragit RS 100, 4). Urea no protegida, 5). Control,
solo con liquido ruminal. La cantidad de urea en cada tratamiento fue de 7.5 mg de urea. Después se
extrajo 3.2 mL de muestra en los tubos de cada tratamiento para detener la digestion a las 0, 0.83, 0.25,
0.50, 1, 2, 6, 12 y 24 h. Las muestras se colocaron en 0.8 mL de &cido metafosférico con el fin
precipitar las proteinas para evitar que interfieran en la lectura, se refrigeraron y se centrifugaron a
3000 g por 10 min, después se extrajeron 20 pL de muestra mezclada con acido metafosférico, se le
afiadié 2 mL de fenol:hipoclorito de sodio (50:50), se colocaron los tubos en bafio maria a 7°C por 30
minutos y se les agregd 5 mL de agua. La lectura se hizo en un espectrofotometro de luz ultravioleta a
630 nm. Previo a la lectura se prepar6 la curva de calibracion con NH4CL, colocando alicuotas con 0,
5, 10, 15, 20, 25, 30, y 35 mg/dL, se agrego 5 ml de agua y los tubos se colocaron en bafio maria por 30

minutos previo a la lectura en el espectro fotometro.
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2. 2. 7. Diseio experimental

2K con 32 tratamientos elaborado en JMP

Fue un disefio experimental factorial fraccionado
por el método Screening design. Se utilizaron 6 factores con 2 niveles cada uno. Los factores y niveles
a estudiar fueron: 1). Temperatura de la fase acuosa en el momento de adicionar la fase organica T° (35
y 45 °C), 2). Revoluciones por minuto en la agitacion de la fase acuosa RPM (500 y 600 rpm), 3).
Volumen de la fase acuosa de alcohol Polivinilico VFA (50 y 100 mL), 4). Cantidad de solvente en la
fase organica “Diclorometano” DCM (15 y 20 mL), 5). Cantidad de polimero Eudragit RS 100 POLI

(1.5y2g)y6). Tipo de acarreador poroso (SCU, CAU).

2. 3. Resultados

2. 3.1. Formacion de las microcépsulas flotantes

Las microcapsulas se observaron en el microscopio electrénico de barrido (Fig. 1). Hubo
presencia de huecos de diferentes tamafios en el centro y poros sobre la superficie de las microcapsulas.
Los valores de las imégenes en las microcapsulas se analizaron en JMP por el método de effect
screening, se asignaron categorias 1 a 5 por triplicado aleatoriamente, demostrando que hubo
diferencias significativas en el factor temperatura, en su nivel bajo de 35°C (p < 0.05) con un valor

categorico de 3.900 £ 0.207, lo cual indica mejor formacién de las microcapsulas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Evaluacién de la morfologia de las microcapsulas por el método Effect Screening con el programa
JMP

Factores Media y EE Categorias del 1 al 5 Prob>[t] Estimado
T° (35°C) 3.900+ 0.207 0.035* 0.919
RPM (600) 3.337+ 0.207 0.084 0.356
DCM (15mL) POLI (1.5g) 3.262+ 0.207 0.097 0.281
DCM (15mL) 3.249+ 0.207 0.127 0.269
Poli (1.5 g) 3.174+ 0.207 0.166 0.194

* muestran diferencias significativas (p < 0.05).
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Figura 8. A y B) Microcépsulas con Carbon E) y F) Microcapsulas con Carbén activado
activado T° 35°C ,C) y D) Microcéapsulas T° 35 °C, G) y H) Microcapsulas con
con Silicato de Calcio T° 35 °C. Figura 9. Silicato de Calcio T° 35 °

2. 3. 2. Urea encapsulada

La cantidad de urea encapsulada fue baja en comparacion a la cantidad de urea que se uso
en el proceso de elaboracion de las microcépsulas, los datos obtenidos se evaluaron por el método
effect screening en el programa JMP, presentando diferencias significativas en el factor volumen
de la fase acuosa en su nivel de 50 ml (p < 0.05), con una media de 4.662 + 0.224 mg/g de urea.
Se presentd un efecto negativo en la encapsulacion de la urea, también se observo que la
temperatura favorecio la solubilidad de la urea (Kroes y Reiss, 1989), disminuyendo la cantidad
de urea encapsulada, en este caso mostré mejor respuesta con el factor Temperatura en su nivel
bajo de 35°C en comparacion al nivel alto de 40°C (Cuadro 4). La urea utilizada se distribuyo en
diferentes partes y también fue cuantificada en el agua residual de la fase acuosa, se estimo la

pérdida de urea en el proceso de elaboracion y se muestra en el (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Evaluacién de la encapsulacién de urea por el método Effect Screening con el

programa JMP

Factores sobresalientes Media y EE mg/g Prob>[t] Estimado
VFA (50mL) 4.662 + 0.224 0.034* 0.421
T° (35°C) 4.521 +0.224 0.134 0.280
VFA (50mL)*A(CA) 4.488 + 0.224 0.181 0.247
T° (35°C)*VFA (50mL) 4.473 +0.224 0.207 0.232
ACARREADOR (CA) 4.437 £ 0.224 0.281 0.196

* muestran diferencias significativas (p < 0.05).

Cuadro 5. Distribucion de los 250 mg del nitrégeno utilizado en el proceso elaboracién de las

microcapsulas

Factores sobresalientes Urea total encapsulada  Liquidos Media y Perdida en el proceso

Media y EE en mg EE en mg de elaboracion en mg
VFA (50mL) 7.884 £ 0.495 183.029 + 0.264 59.087 + 2.633
T° (35°C) 7.368 £ 0.495 184.641 + 0.264 57.990 £ 2.633
VFA (50mL)*A(CA) 7.418 + 0.495 186.168 + 0.264 56.414 + 2.633
T° (35°C)*VFA (50mL) 7.355 £ 0.495 190.473 + 0.264 56.779 + 2.633
ACARREADOR (CA) 7.172 £ 0.495 191.514 + 0.264 57.636 + 2.633
EEM 0.119 1.648 69.087

2. 3. 3. Flotabilidad de las microcapsulas

Se obtuvo una respuesta mayor de 50 % de flotabilidad de las microcépsulas a las 12 h de
agitacion, presentando diferencias significativas en el factor Volumen de la Fase Organica, en su
nivel alto con 20 mL (p < 0.05), con un porcentaje de flotabilidad de 53.857 + 1.479. Los demas

factores no presentaron diferencias significativas (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Evaluacion de la flotabilidad de las microcapsulas por el método Effect Screening con el programa
JMP

Factores Medias Prob>[t] Estimado
DCM(20mL) 53.857 + 1.479 0.0005* 5.353
T°(35°C) 50.276% 1.479 0.1211 1.772
T°(35°C) Acarreador (CA) 50.165+ 1.479 0.1432 1.662
DCM(20mL)POLI (1.5g) 50.036+ 1.479 0.1736 1.532
VFA (100 mL)*Acarreador (CA) 48.684+ 1.479 0.2916 0.180

* muestran diferencias significativas (p < 0.05).

2. 3. 4. Cinética de liberacidn in vitro de nitrégeno amoniacal de las microcapsulas

La liberacion del N amoniacal en las microcépsulas elaboradas con silicato de calcio y las
de carbdn activado fueron similares. La liberacién de N amoniacal aumentd aun después de las
24 h en el liquido ruminal. El tratamiento con urea, la liberacion de N amoniacal fue inicialmente
bajo, pero después de 1h el N amoniacal aumentd rapidamente, posteriormente entre las 12 y las
24 h, disminuy6 la concentracion de N amoniacal en el liquido ruminal. El tratamiento con
polimero tuvo una respuesta similar al tratamiento control, en ambos hubo una concentracion
menor de 0.2 mg/dL (Figura 10)
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=~ Polymer
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—C~ Unprotected Urea

=/~ Rumen Fluid

0.6
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Ammonia Nitrogen mg/dL

0.2

0.0
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Figura 10. Cinética de liberacion de nitrégeno amoniacal de las microcapsulas in vitro en

liquido ruminal
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2. 4. Discusioén

El tamafio de las microcapsulas producidas por la técnica de emulsion y evaporacion del
solvente es muy variable (Kumar et al., 2005). La morfologia de las microcapsulas depende de la
rotacion de las micelas de fase orgénica dentro de la fase acuosa, pero también depende de la
velocidad de evaporacion del solvente, el diclorometano es un solvente volétil, que al aumentar la
temperatura aumenta la evaporacion (Jiin-Long et al., 2004). En este experimento la formacién
de las microcapsulas resulto tener mejores resultados cuando la temperatura de la fase acuosa fue
de 35 °C, en comparacion con la temperatura de 45 °C, es por eso que a altas temperaturas la

formacion de microparticulas no es esférica.

La encapsulacién de la urea fue mejor cuando el volumen de la fase acuosa fue de 50 ml.
La urea es higroscopica y tiene alta solubilidad en agua (Kroes y Reiss, 1989), incluyendo los
fluidos corporales (Abdoun et al., 2007). La temperatura influy6 en la solubilidad de la urea, a
mayor temperatura mayor solubilidad (Kroes y Reiss, 1989). Por lo tanto, cuando se agrego la
fase organica dentro de la fase acuosa, la urea que estaba en la fase organica se solubiliz6 dentro

de la fase acuosa y en consecuencia la urea retenida dentro de las microcapsulas fue menor.

La flotabilidad depende de la densidad, en consecuencia, a mayor porosidad aumenta la
flotabilidad (Jain et al., 2005, Jain., 2006). Por lo tanto, la evaporacion del diclorometano en el
centro de las microcdpsulas ocasiond la porosidad, este resultado indica que la mayor
concentracion del diclorometano 20 mL mejor6 la flotabilidad, en comparacion con la

concentracion de 15 mL de diclorometano (Pushp et al., 2007).

No existe informacion en la cinética de liberacién de la urea microencapsulada con
Eudragit RS 100, esto se debe a que es un producto de reciente uso en el desarrollo de
microparticulas. Por lo tanto, el inicio de la investigacion en este producto solo se discutira con
investigaciones relacionadas a la liberacion de medicamentos que se microencapsulan con
Eudragit RS 100 (Manfred y Hans-Ulrich, 2001), Los resultados obtenidos en la cinética de
liberacion del N amoniacal fueron favorables en los tratamientos con microcapsulas de SCU y

CAU, mostrando una concentracion de 0.237 mg/dL de N Amoniacal en la primera hora, de ahi
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fue aumentando constantemente hasta llegar a las 12 h a una concentracién mayor de 0.700
mg/dL, y lo mas importante, ambos tratamientos con una tendencia al aumento después de las 12
h de digestibilidad, esto podria deberse a la erosion del polimero y difusion de la urea, tal como
se menciona en estudios con medicamentos encapsulados con Eudragit RS100 que liberan el
activo después de las 12 h (Sato et al., 2004). El grupo control mostrd recirculacion del N
amoniacal en el medio, in vivo esto no sucede en el rumen, ya que las mismas paredes absorben
el N amoniacal para llevarlo a la via sanguinea y evitar su acumulacién en el liquido ruminal
(Abdoun et al., 2007). El tratamiento con Eudragit RS 100, mantuvo los niveles de N amoniacal
menos de 0.2 mg/dL, debido a que en este periodo de tiempo las bacterias posiblemente no
tuvieron disposicion de N del polimero por su estructura y presentacion granulada (Manfred y
Hans-Ulrich, 2001). El grupo control fue similar al tratamiento que contenia el polimero con

niveles por debajo de 0.2 mg/dL.

2. 5. Conclusién

La técnica de emulsion y evaporacion no fue efectiva en la microencapsulacion de activos
solubles en agua. La urea es soluble en agua y por este motivo se encapsulé una minima cantidad.
Los resultados proporcionaron informacion importante, mostrandonos como los diferentes
factores afectan la formacion de las microcapsulas, encapsulacion de urea y flotabilidad de las
microcapsulas. Hubo una adecuada respuesta de la lenta liberacion de N amoniacal en la
digestion in vitro que simula las condiciones del rumen. Es favorable el uso del polimero
Eudragit RS 100, en este estudio. Sin embargo, otras alternativas puede ser el estudio de la

técnica de spray dry.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

3. 1 Conclusiones

No se obtuvo un producto con elevado porcentaje de encapsulado de urea y que mantenga
los niveles adecuados de amoniaco dentro del rumen por tiempos prolongados. Sin embargo, este
estudio aporta informacion que nos puede ayudar a buscar nuevas alternativas de encapsulacion
de nutrientes, debido a que por la técnica de emulsion y evaporacion de solvente se obtuvieron
microcépsulas, Con respecto al polimero que se utilizd, mostr6 efectividad en la cinética de

liberacion de urea in vitro dejando escapar lentamente la urea por tiempo prolongado.

3. 2. Recomendaciones

Se recomienda hacer mas estudios de la encapsulacion de urea, por un método en el que la
urea no interactué con una fase acuosa, debido a que al usar agua en el proceso de encapsulacion,
la urea por ser higroscépica tiende a solubilizarse escapando de la encapsulacion. EI método de
emulsion y evaporacion de solvente es efectiva para encapsular sélidos o sustancias hidrofobias,

para asegurar un elevado porcentaje de encapsulacion del activo.
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